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Introducción 11 
1.1. Importancia de la retina en los estudios de neurobiología 
La retina constituye un modelo ideal en Neurobiología para el estudio, 
tanto desde el punto de vista anatómico, como fisiológico y farmacológico, 
de los mecanismos implicados en el procesamiento de la información 
neuronal. Existen varias razones que lo justifican (Dowling, 1987; Dowling, 
2001): 
1) En primer lugar, y a diferencia de otras estructuras sensoriales 
(tales como la cóclea o los receptores somáticos de la piel), la retina no es 
un órgano periférico, sino parte del Sistema Nervioso Central. Durante su 
desarrollo embrionario deriva del tubo neural, la parte especializada del 
ectodermo que da lugar al cerebro. 
2) En segundo lugar, su fácil acceso. En efecto, a pesar de que se 
trata de una lámina delgada de varios cientos de mieras, es relativamente 
fácil aislarla completamente intacta y mantenerla viable durante horas en un 
medio de cultivo adecuado. 
3) En tercer lugar, si se compara con otras regiones del cerebro, la 
retina es relativamente simple en cuanto a su organización anatómica. 
Únicamente posee 6 tipos básicos de neuronas, con un intrincado patrón de 
conexiones, que sin embargo se halla organizado en capas. Así, los cuerpos 
neuronales se separan de sus procesos formando capas discretas. Las 
sinápsis se realizan exclusivamente en dos capas llamadas plexiformes, 
mientras los cuerpos se distribuyen en tres capas nucleares. 
4) Puede utilizarse como modelo para el estudio de la transducción 
sensorial: la luz proyectada sobre la retina es convertida en señales 
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eléctricas gracias a unas neuronas altamente especializadas, llamadas 
fotorreceptores. Además, los estímulos fisiológicos, como la luz, pueden 
utilizarse de forma sencilla y precisa durante la experimentación. 
5) La retina posee toda clase de neurotransmisores y 
neuromoduladores, por lo que proporciona un buen modelo para el estudio 
de las acciones de estas sustancias en el Sistema Nervioso Central. 
Figura 1.1. Ubicación de la retina en el globo ocular (tomado de 
webvision.med.utah.edu/intro.html) 
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1.2. Breve descripción de la estructura y función de la retina 
EL objetivo de esta tesis no es realizar una descripción detallada 
sobre la estructura de la retina. Para ello, la bibliografía nos ofrece 
excelentes publicaciones monográficas de obligada consulta, entre las 
cuales destacaríamos las siguientes: /The retina/ (Polyak, 1941), /The 
vertebrate retina: principles of structure and function/ (Rodieck, 1973), /The 
retina: an approachable part of the brain/ (Dowling, 1987), /Concepts and 
challenges in retinal biology/ (Dowling et al, 2001). 
En cuanto al desarrollo embriológico, la retina (figura 1.1.) se origina 
en las primeras fases del desarrollo embrionario (figura 1.2.) de una 
evaginación bilateral del prosencéfalo, la vesícula óptica, y permanece unida 
al cerebro por medio de un tallo que constituirá el futuro nervio óptico. En el 
adulto, las estructuras derivadas de la vesícula óptica, consisten en una 
capa epitelial externa pigmentada, el epitelio pigmentario y una lámina 
interna, la retina. Esta última reviste la superficie interna de la coroides y se 
extiende desde la papila del nervio óptico hasta la ora serrata, de atrás 
adelante. Estos son los únicos puntos donde se halla firmemente unida a la 
coroides. Por otra parte, se halla adosada al epitelio pigmentario. 
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Figura 1.2. Embriología de la retina (Tomado de Kandel et al., 2000. pp. 1021) 
Todas las retinas de vertebrados se organizan de acuerdo al siguiente 
plan básico: dos capas sinápticas (la capa plexiforme interna o proximal y la 
capa plexiforme externa o distal) se hallan intercaladas entre tres capas 
celulares (externa, interna, y capa de células ganglionares). 
Además de los fotorreceptores, que inician la respuesta visual, la 
retina posee otras cinco clases básicas de neuronas: horizontales, bipolares, 
amacrinas, interplexiformes y ganglionares. El pericarion de los 
fotorreceptores se localiza en la capa nuclear externa (ONL), mientras que el 
de las otras cuatro clases de neuronas lo hace en la capa nuclear interna 
(INL). Las células horizontales se sitúan a lo largo del margen externo de la 
capa nuclear interna; las células bipolares se localizan predominantemente 
en la zona media, y las células amacrinas e interplexiformes se ordenan a lo 
largo del borde proximal de la capa nuclear interna. El pericarion de las 
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células ganglionares constituye la capa más proximal de la retina, la capa de 
las células ganglionares. 
La capa plexiforme externa contiene los procesos de los 
fotorreceptores, células horizontales, células bipolares e interplexiformes. En 
la capa plexiforme interna interaccionan procesos de células bipolares, 
amacrinas, interplexiformes y ganglionares. 
El tipo predominante de célula glial es la célula de Müller, aunque 
también se han descrito otros tipos de células guales en la retina, 
particularmente en la parte interna; éstas incluyen astrocitos (Ogden, 1978) y 
microglia (Boycott y Hopkins, 1981). 
En la retina de la mayoría de los vertebrados, se hallan además fibras 
centrífugas, axones extrínsecos a la retina que entran en el ojo a través del 
nervio óptico (Ramón y Cajal, 1892; Cowan y Powell, 1963) Estas fibras 
generalmente corren a través de la capa plexiforme interna y terminan a lo 
largo del borde distal de las capas plexiforme interna y nuclear interna, 
donde las células amacrinas e interplexiformes extienden sus procesos. 
En la figura 1.3 podemos observar las distintas capas de la retina, que 
tradicionalmente, y desde un punto de vista morfológico se dividen en diez: 
1) capa del epitelio pigmentario, 2) capa de conos y bastones, 3) capa 
limitante externa, 4) capa nuclear externa,5) capa plexiforme externa,6) capa 
nuclear interna, 7) capa plexiforme interna, 8) capa ganglionar, 9) capa de 
fibras del nervio óptico, y 10) capa limitante interna. 
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Figura 1.3. Estructura general de la retina de mamíferos (Santiago Ramón y Cajal) 
Aunque las neuronas retinianas se dividan en seis grandes tipos, 
estudios morfológicos mediante el método de Golgi, sugieren la existencia 
de más subtipos para cada clase celular. Así, se han descrito más de treinta 
tipos morfológicos par las células ganglionares y amacrinas (Kolb et al., 
1981; Kolb, 1982). 
Sin embargo, los registros electrofisiológicos, sugieren la existencia 
de unos pocos tipos de respuesta para cada tipo de neuronas. Por otra 
parte, los estudios farmacológicos indican la existencia de un gran número 
de neurotransmisores, particularmente en la capa plexiforme interna, y en las 
células amacrinas, de manera que es posible correlacionar un número de 
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tipos morfológicos de células amacrinas con sustancias neuroactivas 
especificas en estas células. 
Dado que parte de este trabajo de investigación correlaciona el 
desarrollo que muestran las células ganglionares con la actividad 
electrofisiológica que se produce en el desarrollo de la retina, detallaremos, 
a continuación, cómo son estas células y qué propiedades presentan. 
Las células ganglionares, al igual que las amacrinas, se pueden 
subdividir en dos grandes grupos en base a la morfología de sus árboles 
dendríticos: aquéllas con árboles dendriticos difusos que se extienden a 
través de la capa plexiforme interna, y las que poseen árboles dendríticos 
que se estratifican en uno o pocos niveles de esta misma capa (Ramón y 
Cajal, 1892; Dowling y Boycott 1969). En la mayor parte de las retinas el 
número de células ganglionares estratificadas es mayor que el de células 
ganglionares difusas. 
Las células ganglionares responden a la iluminación de un área 
restringida de la retina. Esta región, llamada campo receptor (definido como 
un conjunto de receptores específicos que envían información a una 
determinada célula, con una o más sinápsis involucradas), es circular, de 
1mm de diámetro (Hartline, 1938; Kuffler, 1953) y en la mayoría de las 
células se divide en dos partes: una zona circular en el centro, llamado 
centro del campo receptor, y el área restante llamada periferia. Por lo tanto, 
cada campo receptor está organizado en un sistema centro-periferia con 
configuración circular concéntrica. Campo receptor puede definirse por tanto, 
en sentido amplio, como la zona de influencia de una neurona. 
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La base anatómica de estos campos receptores fue propuesta por 
Dowling y Boycott en 1966 según: 
La secuencia directa de fotorreceptores a células bipolares y 
a una célula ganglionar, se traduce en el sustrato anatómico 
del centro de un campo receptor, y 
La secuencia indirecta de fotorreceptores a células bipolares 
a través de las horizontales y de las bipolares a la misma 
ganglionar a través de las amacrinas, en el establecimiento 
básico de la zona periférica. 
Küffler clasificó las células ganglionares en dos tipos, de acuerdo a 
sus respuestas del centro: 
. Células ganglionares de centro-ON: aumentan la frecuencia de 
descarga que tenían en reposo (potenciales de acción) cuando se ilumina el 
centro. Su campo receptor tiene una zona central excitatoria y una periférica 
inhibitoria. Dan respuestas (aumento de la respuesta de descarga) al inicio 
de un estímulo luminoso en el centro del campo (ON) y respuestas 
antagónicas a un estímulo en la periferia del campo (OFF), responden 
cuando cesa. 
. Células ganglionares de centro-OFF: disminuyen la frecuencia de 
su descarga cuando se ilumina el centro de sus campos receptores. Su 
campo receptor presenta una zona central inhibitoria y una periferia 
excitatoria. Dan respuesta tipo OFF (disminución de la frecuencia de 
potenciales de acción) cuando la luz incide en el centro del campo y 
respuestas antagónicas, ON, cuando la luz incide en su periferia. Manifiestan 
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un ligero aumento de la frecuencia de descarga cuando cesa el estímulo 
luminoso, debido a un fenómeno inercial de repolarización de la membrana. 
Estas células ganglionares reflejan principalmente el procesamiento 
que ocurre en la capa plexiforme externa y se conocen como sensibles al 
contraste. 
Otros tipos de células ganglionares responden únicamente a 
estímulos luminosos móviles, de forma que el movimiento del estímulo en 
una dirección estimula la célula mientras que el movimiento en sentido 
opuesto la inhibe. 
Además de la información de contraste y cambios rápidos en la 
iluminación, las células ganglionares también analizan otros aspectos de la 
imagen visual, tales como color, forma y movimiento. 
En cuanto a la luz, cabe decir, que la luz difusa no es un estímulo 
eficaz en ninguno de los dos tipos de campos receptores (ON y OFF), 
mientras que sí lo es un punto luminoso que provocará diferentes respuestas 
según incida en el centro de uno de estos dos tipos de ganglionares. 
Es importante tener en cuenta que los campos receptores de dos 
células ganglionares vecinas habitualmente se solapan. El punto de luz más 
pequeño que podemos proyectar en la retina probablemente influencia 
cientos de células ganglionares, algunas de centro OFF y algunas de centro 
ON. El punto luminoso caerá en los centros de algunos campos receptores y 
en las periferias de otros, excitando a algunas células, a través de sus 
centros si son centros ON y a través de sus periferias, si son centros OFF; e 
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inversamente inhibirá a otras a través de sus centros o periferias. De este 
modo, un pequeño circulo de luz proyectado en la retina puede 
desencadenar una gran actividad en muchas células. 
Los campos receptores difieren en tamaño de una célula 
ganglionar a la siguiente. En particular, los centros de los campos 
receptores varían marcada y sistemáticamente en tamaño: son más 
pequeños en la zona foveal, para las retinas que la poseen, donde la 
agudeza visual es mayor y se hacen progresivamente más extensos 
cuando nos alejamos de esta, donde la agudeza visual es menor. En la 
periferia de la retina, los centros de los campos receptores pueden 
tener diámetros de un grado o más. 
De esta manera, a medida que progresamos desde el centro de 
la retina hacia fuera, existen dos hechos que se correlacionan de 
manera muy importante: la agudeza visual disminuye, mientras que el 
tamaño de los centros de los campos receptores aumenta. 
1.3. Electrofisiología 
Las retinas de algunos vertebrados presentan propiedades de los 
campos receptores como la sensibilidad a la dirección del movimiento y a la 
orientación del estímulo. Nuestro estudio se basa en relacionar cómo 
evolucionan estas propiedades durante la embriogénesis de la retina de 
tortuga y cuáles son los factores que afectan a su maduración. Para ello nos 
basaremos en estudios previos sobre tales propiedades en retinas adultas 
(Maturana et al, 1960; Marchiafava, 1979; Amthor y Grzywacz, 1993). 
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Estudios del desarrollo de las células ganglionares en mamíferos 
(Maslim y Stone, 1986; Ramoa et al., 1988; Dunlop, 1990) muestran que las 
células ganglionares tienen pequeños árboles dendriticos, y que las 
dendritas se expanden, ramifican y estratifican con la maduración. Las 
células ganglionares inmaduras de mamíferos disparan potenciales de 
acción espontáneamente que están sincronizados con los de las células 
vecinas (Maffei y Galli-Resta, 1990), dando como resultado la propagación 
de ondas de excitación a través de la retina (Meister et al, 1991; Wong et al, 
1993). Esta actividad espontánea, en algunos casos, desaparece después 
del nacimiento. 
Hay dos tipos de actividad electrofisiológica durante el desarrollo de la 
retina. Uno comprende ondas espontáneas que atraviesan la retina en 
direcciones y tiempo aleatorios (Meister et al., 1991; Feller et al., 1996; 
Wong, 1999; Sernagor et al., 2001), mientras que la otra son respuestas 
evocadas a la luz (Dacheux y Miller, 1981 a,b; Sernagor and Grzyywacz, 
1995; Tian y Copenhagen, 2001). Las ondas espontáneas tienen papeles 
epigenéticos exclusivos durante el desarrollo que pueden influir en el 
desarrollo de la morfología dendrítica (Wong et al, 1991; Semargor y Menta, 
2001), en el tamaño de los campos receptores (Sernagor and Grzywacz, 
1996; Merwine et al., 1998), contribuyendo a la supervivencia de las células 
ganglionares (Fawcett et al., 1984; Lipton, 1986) y en la formación de 
sinápsis en la retina (Perry y Linden, 1982; Rhem et al, 1982). Las 
respuestas evocadas a la luz también tienen papeles epigenéticos durante el 
desarrollo, inhibiendo las ondas espontáneas (Merwine et al, 1998) y 
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afectando al desarrollo de la binocularidad y de la orientación y selección 
direccional durante los periodos críticos del desarrollo cortical (Blasdel et al., 
1977; Pasternak y Leinen, 1986). 
La retina de tortuga nos proporciona el material ideal para realizar 
estudios de respuesta a la luz de las células ganglionares durante el 
desarrollo, ya que sus células no sólo disparan picos espontáneos de 
potenciales de acción, sino que también responden a la luz de una manera 
muy temprana y su desarrollo es lento. Tanto la selectividad a la dirección 
como la selectividad a la orientación están presentes desde estadios 
tempranos del desarrollo, sin embargo, la selectividad a la dirección 
desaparece completamente una vez que la retina es expuesta a la luz para 
reaparecer en el animal adulto. Por tanto, esa selectividad de las tortugas 
neonatales, probablemente no esté relacionada con la de las adultas 
(Semagor y Grzywac, 1995). Además, el hecho que esta selectividad a la 
dirección desaparezca para reaparecer en el animal adulto, sugiere que no 
es una parte necesaria para el desarrollo de los mecanismos neuronales en 
el embrión. La selectividad a la dirección de los embriones podría ser 
accidental y ser el resultado de las propiedades del cableado dendrítico, 
tales como el retraso debido a la propagación del voltaje de los potenciales 
sinápticos de las dendritas en árboles dendríticos polarizados. La explicación 
a este hecho puede ser debida a que las funciones normales deben madurar 
antes en las especies ovíparas, ya que estas especies tienen que ser 
independientes tan pronto como rompan el cascarón, para poder sobrevivir y 
escapar a los depredadores. Las tortugas marinas, por ejemplo, usan 
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señales visuales para llegar hasta el océano tan pronto como salen del 
huevo en la playa (Lohmann, 1991). Teniendo en cuenta estos datos, parece 
claro que la retina debe prepararse para recibir estímulos sensoriales 
durante la embriogénesis, para ser totalmente funcional tan pronto como se 
produzca la eclosión del huevo. 
1,4. Apoptosis durante el desarrollo de la retina 
1.4.1. Definición 
La apoptosis es un mecanismo de suicidio celular que capacita a los 
organismos pluricelulares para controlar el número de células en los tejidos y 
para eliminar células individuales que ponen en peligro la supervivencia del 
organismo (Kerr et al., 1972; Oppenheim, 1991). La idea de que la muerte, 
incluso cuando ocurre en las células que componen el organismo vivo, es un 
proceso lamentable y frecuentemente accidental ha cambiado en los últimos 
años. Estudios de Biología del Desarrollo en diversos organismos modelo 
han demostrado que la muerte celular es un proceso que ocurre 
naturalmente en el desarrollo normal de organismos pluricelulares, desde 
gusanos hasta la especie humana. Cambios en este proceso normal de 
muerte celular programada pueden terminar en enfermedades y patologías 
(Kerr et al., 1972; Koliatsos y Ratan 1999; Gould y Oppenheim 2006). Este 
mecanismo de muerte celular interviene en importantes fenómenos 
fisiológicos como: embriogénesis, mantenimiento de la homeostasia, 
renovación tisular y desarrollo y funcionamiento del sistema inmunitario 
(Onishi y Kizaki, 1994). 
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1.4.2. Antecedentes históricos 
La muerte celular comenzó a considerarse como un fenómeno 
fisiológico importante dentro del proceso de desarrollo de los organismos 
poco después del descubrimiento, realizado sobre la mitad del siglo XIX, de 
que los organismos estaban compuestos por células. Las primeras 
observaciones de muerte celular fisiológica fueron realizadas en la 
metamorfosis de anfibios por Vogt en 1842 y posteriormente se realizaron 
estas mismas descripciones en otros tejidos en desarrollo, tanto de 
invertebrados como de vertebrados (Sanders y Wride, 1995; Clarke y Clarke, 
1996). 
El concepto de "muerte celular programada" fue introducido por 
Lockshin y Williams en 1965 y describía la muerte de las células que ocurría 
en lugares y momentos determinados como eventos programados dentro del 
plan de desarrollo del organismo. Años después, en 1972, Kerr, Wyllie y 
Currie a partir de una recopilación de evidencias morfológicas, establecieron 
las diferencias entre dos tipos de muerte celular (Kerr et al., 1972): 1) La 
patológica que ocurre, por ejemplo, en una lesión aguda como un trauma o 
isquemia. Se caracteriza por la ruptura celular y recibe el nombre de 
necrosis celular. 2) La fisiológica, que ocurre durante el desarrollo o la 
homeostasis del organismo, que mantiene la integridad de la célula y a la 
que Kerr y sus colaboradores llamaron apoptosis. Según este grupo, la 
muerte por apoptosis respondía a un programa de muerte intracelular que 
podía ser activado o inhibido por una variedad de estímulos, tanto 
fisiológicos como patológicos. 
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En 1982 tuvo lugar un descubrimiento que abrió las puertas al estudio 
de las bases moleculares y genéticas del proceso de apoptosis. Horvitz 
publicó los estudios genéticos realizados en el nematodo Caenorhabditis 
elegans, en los que se describieron los genes encargados del control y la 
ejecución de la apoptosis (Horvtiz et al., 1982). Gracias a la homología 
existente entre estos genes en C. elegans y organismos superiores, la 
apoptosis en este nematodo ha sido tomada como referente del proceso en 
todos los sistemas y esto ha podido identificar una parte importante de los 
mecanismos que lo controlan. 
Actualmente, se reconoce su papel vital en el desarrollo normal, 
homeostasis de los tejidos, y defensa contra patógenos. Y ya que el papel 
fisiológico de la apoptosis es crucial, la aberración de este proceso 
contribuye a desencadenar procesos patológicos, desde el cáncer a 
enfermedades autoinmunes y degenerativas. Es por ello que el interés por 
conocer el control de la apoptosis ha crecido exponencialmente en los 
últimos años. 
1.4.3. Proceso de apoptosis 
La apoptosis es un tipo de muerte celular especializada que puede 
ser desencadenada por múltiples estímulos: daño infligido al DNA, pérdida 
de contacto entre células, infección por virus, ausencia o presencia de 
hormonas, etc. (Silvestri F, et al., 1995). Ciertas células tienen sensores 
llamados receptores de muerte, sobre la superficie celular (Ashkenazi y Dixit, 
1998). Estos receptores detectan la presencia de señales extracelulares 
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para la muerte y rápidamente inician la cascada bioquímica de 
acontecimientos que conducen a la muerte por apoptosis. 
Hoy se sabe que la mayoría de las células, si no todas, fabrican una 
serie de proteínas que se utilizan como armas autodestructivas, las 
caspasas (Thornberry y Lazebnik, 1998). Mientras una célula es útil para el 
cuerpo, la maquinaria letal permanece silente. Pero si la célula resulta 
infectada, se torna maligna o amenaza la salud del organismo, se liberan las 
proteínas letales. Que esta maquinaria existe y se halla altamente 
conservada fue predicho a partir de la observación de una morfología 
estereotipada de las células que mueren bajo condiciones fisiológicas o 
después de una lesión (Cohen et al., 1992; Duke et al., 1996). Estos 
cambios reflejan los acontecimientos bioquímicos complejos 
desencadenados por una familia de proteasas de cisteína llamadas 
caspasas. 
1.4.4. Apoptosis durante el desarrollo embrionario 
Las primeras observaciones que se realizaron del fenómeno de la 
muerte celular programada fueron hechas en el contexto del desarrollo 
(Giücksmann, 1951; Sanders, 1966; Sanders y Wride, 1995). De hecho, 
como ya se menciona en un apartado anterior, el término muerte celular 
programada se comenzó a utilizar para definir la muerte celular ocurrida en 
determinado momento y en lugar determinado como parte del plan de 
desarrollo de un organismo (Lockshin y Williams 1965). 
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La dificultad que se ha presentado a la hora de estudiar la apoptosis 
en el desarrollo, es la eficacia en el proceso de aclaramiento de las células 
apoptóticas. En algunos sistemas de estudio, las células apoptóticas eran 
vistas en el interior de las células vecinas encargadas de fagocitarlas, en 
gran número de ocasiones (Comillon et al., 1994). Esto hace que sea muy 
difícil calcular hasta donde llega el papel ejercido por la apoptosis en algunos 
procesos del desarrollo embrionario, ya que el número de células 
apoptóticas que se pueden identificar en determinado momento en un tejido 
embrionario es siempre muy bajo y no se corresponde con la tasa real de 
apoptosis. Por ello, en biología del desarrollo, la muerte celular programada 
está aún subestimada, aunque se puede suponer la gran importancia que 
debe de tener a partir de los datos de experimentos que muestran que, en 
organismos complejos, la perdida de funcionalidad del proceso de apoptosis 
altera el desarrollo de tal forma, que en muchos casos el animal no es viable. 
A pesar de las dificultades, se ha avanzado mucho en el estudio de la 
apoptosis durante el desarrollo. Se han determinado algunos objetivos que 
cumple este fenómeno durante el desarrollo de un organismo, todos 
encaminados en último lugar, a la eliminación de células sin utilidad en ese 
momento y localización: escultura de distintas estructuras (Coucovanis et al., 
1995), eliminación de las mismas, control de la sobreproducción de células 
(Barres et al., 1992), control de las células defectuosas (Norimura et al., 
1996) y formación de células diferenciadas especiales. 
No obstante, en los organismos en desarrollo existe mucha más 
muerte celular de la que se puede explicar, incluso antes de que las células 
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hayan alcanzado el grado de diferenciación que las predisponga hacia 
determinada función. Se especula que la respuesta a esta muerte celular sin 
justificación sea un fenómeno de selección continua dentro del proceso del 
desarrollo. 
1.4.5. Diferencias entre apoptosis y necrosis 
La muerte necrótica ocurre cuando una célula sufre un daño grave, 
causado tal vez por un golpe físico o por falta de oxígeno (Cotran et al. 
1994). La hinchazón es una señal característica. Los orgánulos internos y 
toda la célula se hinchan y se cuartean. Estos efectos ocurren porque los 
daños impiden que la célula controle adecuadamente su balance de fluidos e 
iones. El agua y las partículas cargadas que en condiciones de normalidad 
se bombean hacia fuera, ahora entran a raudales. Otra señal es la 
inflamación: los macrófagos circundantes y otros glóbulos blancos del 
sistema inmunitario convergen en las células necróticas y las ingieren. La 
inflamación coadyuva a limitar la infección y eliminar los restos, pero la 
acción y las secreciones de los glóbulos blancos pueden lesionar también el 
tejido normal de la vecindad (Duke et a., 1996). 
Las células que sufren apoptosis presentan cambios muy diferentes. 
No se observa hinchamiento. Por el contrario las células que se están 
muriendo se encogen y se apartan de sus vecinas. Al poco tiempo parece 
que hierven: se forman unas burbujas en la superficie, que desaparecen, 
sustituidas de inmediato por otras nuevas burbujas. Los orgánulos retienen 
su estructura, pero el núcleo, que se altera poco en la necrosis, cambia 
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espectacularmente durante la apoptosis. Uno de los cambios más notable 
afecta a la cromatina, que en situación normal está dispersa y durante el 
proceso apoptótico se condensa formando una o varias manchas cerca de la 
membrana nuclear (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1981; Bowen 1993). 
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La actividad electrofisiológica que se produce durante el desarrollo 
embriológico de la retina, posee un gran interés en la actualidad, debido a su 
posible papel en el desarrollo del sistema nervioso y en la plasticidad 
sináptica. A estos importantes cambios electrofisiológicos de las células 
ganglionares (Grzywacz y Sernagor, 1995; 1999) le deben preceder 
importantes cambios morfológicos de la retina. Basándonos en lo que 
acabamos de comentar, el objetivo general que nos planteamos en esta 
tesis fue establecer las posibles correlaciones entre los datos 
electrofisiológicos hallados en la literatura (Grzywacz y Sernagor, 1995; 
1999) y los procesos de diferenciación celular, muerte celular y 
sinaptogénesis durante el desarrollo embriológico de la retina de Trachemys 
scripta elegans. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos 
específicos: 
1) Estudiar los cambios ultraestructurales que se producen en las 
distintas capas de la retina de de tortuga Trachemys scripta elegans, 
especialmente en ambas plexiformes, durante los estadios S18, S20, S22, 
S23 y S26 (Yntema, 1968) del desarrollo embrionario de la retina. 
2) Detectar mediante técnicas de inmunocitoquímica la presencia de 
sustancias neuractivas como acetilcolina, GABA, glicina y dopamina, 
enzimas implicadas en la actividad sináptica, como CaMKII y proteínas 
relacionadas con las terminaciones sinápticas, como neurabin, sinaptofisina, 
SV2, durante el desarrollo prenatal de Trachemys scripta elegans. 
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3) Estudio de la apoptosis producida durante las diferentes etapas 
embrionarias del desarrollo de Trachemys scripta elegans, mediante 
técnicas de hibridación in situ (técnica de TÚNEL). 
4) Correlacionar cada uno de los cambios ultraestructurales e 
inmunocitoquímicos con la aparición de ondas espontáneas y respuestas 
evocadas por la luz. 
5) Tratar de realizar un modelo general del desarrollo embrionario de 
la retina de tortuga. 
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Material y métodos 
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3.1. Material de estudio 
Nuestro estudio ha sido realizado en embriones de la Tortuga de 
Orejas Rojas, o Galápago de Florida (Trachemys o Pseudemys scrípta 
elegans), un quelonio (reptil con caparazón), que se encuentran en casi 
todos los lugares templados y cálidos del mundo y cuyo interés radica en el 
hecho de que disponemos de estudios electrofisiológicos y farmacológicos 
durante el desarrollo embriológico de su retina (Burgi y Grzywacz, 1994 a,b, 
Feller et al, 1996; Sernagor and Grzywacz, 1996, 1999; Zhou y Zhao, 2000). 
3.2. Obtención y cuidado de los huevos 
Para la realización de este estudio, hemos utilizado embriones de 
tortuga Trachemys scirpta elegans en diferentes estadios del desarrollo 
prenatal. La edad de los animales fue establecida a partir de los datos sobre 
la puesta de huevos proporcionados por la empresa proveedora (Kliebert 
Hammond, LO) especializada en su crianza y comercialización. La puesta se 
realizó a una temperatura entre 25 y 30° C. La fecha prevista para la 
eclosión era de 60 ó 70 días después de la puesta, saliendo las pequeñas 
tortugas del cascarón por sus propios medios. Todos los huevos, una vez 
llegados al laboratorio, fueron mantenidos e incubados, en una estufa 
especial, a la temperatura constante de 29° C y en condiciones estables de 
humedad. Los huevos eran rotados diariamente hasta el momento de su 
estudio, según su estado de desarrollo. Todos los procedimientos realizados 
con los animales cumplieron con las normativas establecidas por ARVO (The 
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Association for Research in Vision and Ophthalmology) en su Statement for 
the Use of Animals in Ophthalmic and Visual Research , por los NHI 
(National Institutes of Health) en su documento Public Health Service Policy 
on Humane Care and Use of Laboratory Animal. Estas normas también 
están de acuerdo con la actual legislación española (Real 
Decretol 201/2005, de 10 de octubre, sobre protección de los animales 
utilizados para experimentación y otros fines científicos). 
3.3. Estadios, edades y características de las muestras 
Los estadios estudiados han sido S16, S17, S18, S19, S20, S22, S23, 
S24, S25 y S26, determinándose a partir de los criterios descritos por 
Yntema (1968), quién estudió el desarrollo de la tortuga Chelydra serpentina 
serpentina, y describió una serie de 26 estadios, basándose en las 
estructuras craneales y cervicales, en las extremidades y en el caparazón. 
Estos estadios, también han sido contrastados, en otras especies de tortuga 
como Emys orbicularis (Pieau y Dorizzi, 1981; Hergueta et al, 1993) y para 
Trachemys scirpta elegans (Blanton and Krigstein, 1991; Greenbaum, 2002; 
Morcillo et al., 2004). 
Las principales características diferenciales de cada uno de los 
estadios estudiados por nosotros, según la clasificación de Yntema (1968) y 
de Greenbaum (2002), se recogen en el Anexo I. 
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3.4. Obtención de retinas y procesamiento del material 
3.4.1. Procedimiento general para la obtención de las retinas: 
El procedimiento general para la obtención de las retinas fue similar al 
descrito en experimentos anteriores (Sernagor y Grzywacz 1995; Nguyen et 
al., 2000) que básicamente consiste en la decapitación de los animales y 
enucleación del globo ocular en absoluta oscuridad y controlada con un 
sistema de visión infrarroja. Los ojos fueron hemiseccionados sobre papel de 
filtro, con el fin de eliminar la mayor parte posible de humor vitreo, 
aproximadamente en 20 segundos. La porción posterior del ojo se sumergió 
inmediatamente en el fijador. 
El material destinado a estudios en cortes de vibratomo, criostato o 
sobre retinas enteras (ver más adelante), fueron inmediatamente fijadas en 
paraformaldehido (Sigma, St. Louis, MO) frío al 4% en 0,1 M de tampon 
fosfato (PB), a pH 7,4 durante 2 horas a 4° C. Tras la fijación, se lavaron 
varias veces en PB, y, se procedió a la criopreotección de los tejidos en 
sacarosa (Sigma) al 15% durante 30 minutos, al 20% durante 20 minutos y 
al 30% durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente las retinas fueron 
embebidas en criomoldes y congeladas por inmersión en isopentano (Sigma) 
enfriado en una cámara con nitrógeno líquido, y guardados a -80°C en un 
arcón congelador. 
Las retinas dirigidas a estudios ultraestructurales convencionales 
fueron inmediatamente fijadas y procesadas para su inclusión en EPON 812 
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cuya metodología describimos con detalle más abajo. Finalmente un grupo 
de retinas fueron fijadas en paraformaldehído al 4% y glutaraldehido al 0,1% 
e incluidas en la resina acrílica LR-White (LRW, London Resin Company Ltd) 
para la realización de otras técnicas de inmunocitoquimica, como la 
detección de la proteína neurabin. 
En definitiva, las retinas, se procesaron para estudios de microscopía 
óptica y electrónica de transmisión, con el fin de obtener datos tanto 
inmunocitoquímicos y de hibridación "in situ" (método de TÚNEL) como 
ultraestructurales. 
3.4.2. Estudios de microscopía óptica y electrónica convencional: 
Para estos estudios, se utilizaron 4 retinas de cada uno de los 
siguientes estadios: S17, S18, S19, S20, S22, S23, S24 y S26. Una vez 
aisladas las retinas, éstas fueron inmediatamente sumergidas en el fijador 
durante toda la noche con una solución de paraformaldehído al 1%, 
glutaraldehido al 1,6%, y cloruro de calcio 0,15 mM en tampón fosfato 0,1 M 
(pH 7,4). Tras la fijación, las retinas fueron aisladas y lavadas 
posteriormente, varias veces en tampón fosfato 0,1 M, sacarosa al 5% y 
cloruro de calcio 0,15 mM. A continuación, fueron postfijadas en tetróxido de 
osmio al 2% en el mismo tampón durante una hora. Tras la fijación y 
posterior lavado, las retinas fueron divididas, en cuatro cuadrantes, tal y 
como muestra la figura 4.1. 
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Tras la fijación y postfijación, se procedió a la deshidratación de las 
retinas, utilizando una serie de etanoles de gradación creciente (50°, 70°, 
90°, 95° y absoluto), para posteriormente ser tratadas con óxido de propileno 
y proceder a su inclusión en una resina epoxy, Epón-812 (Polysciences, INC, 
Warrington, PA). Finalmente, se colocaron en una estufa a 60° C para 











Una vez polimerizados, los bloques fueron cortados en un 
ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT®), realizando cortes semifinos de 1 μιη 
de espesor, teñidos con azul de toluidina al 0.5%, para su observación a 
microscopía óptica. Por su parte, cortes ultrafinos de 70 nm de grosor, se 
contrastaron con acetato de uranilo (al 5%) y citrato de plomo (al 2.5%) para 
su observación con un microscopio electrónico Zeiss EM10C/CR. 
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3.4.3. Procesamiento de retinas para estudios con la técnica de TÚNEL 
Para su estudio con la técnica de TÚNEL, las retinas fueron 
recuperadas del arcón congelador, descongeladas y procesadas de tres 
maneras diferentes: obtención de cortes verticales de retina con criostato y 
vibratomo, así como estudios sobre retinas enteras {Wholemounts). 
A) Aplicación de la Técnica de TÚNEL sobre cortes verticales de retina 
Para esta técnica utilizamos un promedio de 3 retinas de cada uno de 
los siguientes estadios: S16, S17, S18, S19, S20, S22, S23, S24, S26. Los 
cortes de criostato, de 10 a 15 μιτι de espesor, fueron obtenidos con un 
criostato CM3050 a partir de retinas encastradas en medio OCT (Tissue-Tek, 
Elkhart, IN). Las secciones se recogieron en portas previamente gelatinados 
(mediante gelatina al cromo-alumbre) y se guardaron en el arcón congelador 
a -20° C hasta el momento de su uso. Los cortes de vibratomo se realizaron 
en un vibratomo Leika VT 1000S a partir de retinas embebidas en agarosa 
(Sigma® tipo II médium EEO) al 5% en tampón fosfato salino (PBS). 
Ambos tipos de secciones fueron procesadas mediante la técnica 
TÚNEL, descrita por Gavrielli et al (1992), usando el kit de detección celular 
in situ POD (Roche Diagnostic Corporatio, Indianapolis, IN, USA). 
Previamente a la tinción con esta técnica, las retinas fueron lavadas 3 veces 
en PBS durante 15 minutos. Las secciones fueron tratadas en 3% de 
peróxido de hidrógeno durante 10 minutos para eliminar la actividad de 
peroxidasa endógena y lavadas con agua destilada. Después fueron 
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incubadas con proteinase Κ (10 pm/ml) en 10 mM de Tris/HCI durante 10 
minutos y tras esta incubación se precedió a realizar 3 lavados en PBS 
durante 15 minutos. A continuación del PBS, las retinas fueron incubadas 
durante 1 hora a 37°C con la reacción mixta TÚNEL que consistía en la 
enzima transferasa desoxinucleotido terminal y fluoresceina conjugada en 
una reacción tamponada. A continuación las retinas se lavaron en PBS y se 
cubrieron con POD a 37° C durante 30 minutos. Posteriormente las 
secciones fueron aclaradas en 3 cambios de 0,05 M de Tris-HCI tamponado 
(TB; Ph 7,6) durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reacción de la 
peroxidasa fue realizada con 0,05% con una solución de diaminobencidina 
(DAB) que contenía 0,01% de agua oxigenada. La reacción fue parada con 
numerosos lavados de TB y PB alrededor de 5 minutos, según el grado de 
tinción. Por último las retinas fueron montadas con glicerol. 
B) Aplicación de la Técnica de TÚNEL sobre retinas enteras 
Estos estudios, se utilizaron 3 retinas de cada uno de los siguientes 
estadios: S16, S18, S19, S20, S22, S24 y S26. Para la tinción de retinas 
enteras con el método TÚNEL, las retinas fueron incubadas en 1% de tritón 
X-100 en PBS durante 45 minutos. Posteriormente fueron lavadas en PBS y 
tratadas en peroxidasa al 3% durante 15 minutos para eliminar la peroxidasa 
endógena y después se lavó en agua destilada. Posteriormente fueron 
incubadas con proteinasa Κ (20 pm/ml) en Tris/HCI durante 20 minutos y 
lavadas 3 veces en PBS durante 15 minutos. Para el medio TÚNEL fue 
usada la misma incubación que la empleada para los cortes de criostato y 
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vibratomo, con los ajustes pertinentes. Las retinas enteras fueron lavadas 
completamente en tampón Tris (TB), y la actividad peroxidasa fue revelada 
con 0,05% de diaminobencidina (DAB) que contenía también 0,01% de agua 
oxigenada en TB durante 4-5 minutos. Las retinas fueron lavadas en TB y 
después en PB, y se extendieron sobre un porta con el lado vitreo hacia 
arriba, y montadas con glicerol. 
C) Distribución de las células TUNEL-positivas en retinas enteras 
Una vez realizada la técnica de TÚNEL, las imágenes con las células 
marcadas (TUNEL+) fueron importadas a un ordenador utilizando el 
programa Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, Mountain View, CA), para 
su análisis morfométrico. 
a) Topografía y densidad: Para determinar la densidad de células 
TUNEL+ (células TUNEL+^m2), de las zonas central y periférica, de cada 
retina, se utilizaron tres retinas enteras de cada uno de los estadios 
estudiados. En todas las áreas de las muestras se han visto células TUNEL+, 
a diferentes profundidades focales correspondientes a la GCL y la INL 
respectivamente. Tras los recuentos, se estimaron las densidades medias de 
células TUNEL+, tanto en la GCL como en la INL de toda la retina. En los 
resultados no se ha tenido en cuenta el factor de retracción del tejido durante 
la realización de la técnica, debido a que éste era insignificante. 
b) Análisis espacial de los datos: Los patrones de distribución de una 
población celular son muy interesantes en biología y neurobiología. Sin 
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embargo, la labor que se desempeña para el análisis de estos datos requiere 
una gran cantidad de tiempo. En esta tesis hemos utilizado la aplicación 
informática, Spattial Patterns 2.3.2, un programa BASIC escrito usando 
Microsoft QuickBasic compilado para Apple Macintosh (Fernández et al., 
1993; Fernández, 1996). El programa permite la colección y el análisis de 
datos que pueden ser introducidos a partir de una tabla digitalizada o 
directamente importando coordenadas x,y de diferentes procesadores, como 
por ejemplo Word, a programas de análisis de imagen. Además, el programa 
proporciona de manera rápida, fácil e interactiva el acceso a las técnicas 
estadísticas, matemáticas y gráficas usadas en el análisis. Esas técnicas 
incluyen varias medidas de dispersión (contar cuadrados, el calculo del 
vecino más próximo y un análisis bidimensional de autocorrelación de 
puntos) y medidas de distribución. 
3.4.4. Procesamiento de las retinas para los estudios de 
inmunocitoquimica 
Para establecer el grado de diferenciación sináptica de la retina, se 
realizaron varias técnicas de inmunocitoquimica con la finalidad de marcar el 
momento de aparición de varios neurotransmisores retiñíanos, como 
acetilcolina (Ach), dopamina (DA), glicina (Gly) y ácido y-aminobutirico 
{GABA), la presencia de una enzima, la proteina quinasa II calcio 
calmodulina (CaMKII), así como algunas proteínas localizadas en los 
terminales presinápticos, vinculadas a los conos decrecimiento, como 
neurabin {Neural tissue-specific F-actin-binding protein) y a las vesículas 
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sinápticas, como sinaptofísina y la proteína SV2 (Synaptic Vesicle Protein 2), 
esta última en dos de sus isoformas, SV2-A y SV2-B. 
En el caso de los neurotransmisores, el objetivo fundamental del 
estudio fue determinar su presencia para correlacionarla con la 
sinaptogénesis, a nivel ultraestructural, así como con la apoptosis. En este 
último sentido tratamos de evidenciar la presencia de los neurotransmisores 
en las células TUNEL+ con el fin de determinar, mediante una técnica de 
doble marcado, si las células apoptóticas estaban o no diferenciadas. El 
estudio de la enzima CaMKII tenia como objetivo detectar el estado de 
actividad sináptica de las capas plexiformes. 
A) Procedimiento general para la inmunotinción de retinas 
Para la realización de técnicas de inmunocitoquimica, las retinas 
fueron tratadas de dos maneras diferentes. Un grupo de ellas fueron 
estudiadas en cortes de criostato y de vibratomo y sobre retinas enteras 
(wholemounts), tras su recuperación del material almacenado en el arcón 
congelador. El otro grupo de estudios de inmunocitoquimica se realizó sobre 
cortes semifinos y ultrafmos de retinas incluidas en LRW (detección de la 
enzima CaMKII y de Neurabin) y Epon-812 (determinación de RNA sobre 
cortes ultrafmos), respectivamente. 
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Β) Técnicas de inminocitoquímica para determinar neurotransmisores 
a) Localizador) de cholina acetil transferasa (ChAT): 
La ChAT es una enzima que interviene en la síntesis de la 
acetilcolina (Ach) y por consiguiente, su detección es una forma indirecta de 
evidenciar la presencia de Ach en las células. Para su detección utilizamos 3 
retinas de los siguientes estadios de tortuga: S18, S20, S22, S23, S24, S25 
y S26. Cortes de criostato, de 10 a 14 μιτι de espesor fueron recogidos sobre 
portas gelatinados (mediante gelatina al cromo-alumbre). Para localizar la 
ChAT, los cortes fueron primero bloqueados con suero normal de caballo 
(NHS) al 10,0 % en PB a pH 7,4 durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. Seguidamente los cortes fueron incubados con un anticuerpo anti-
ChAT producido en cabra (Chemicon International, Tamecula, CA, Ref. N° 
AB143) y diluido en PBS-caseina a pH 7,4 a una dilución de 1:1000, en una 
cámara húmeda, durante toda la noche a la temperatura ambiente. Al día 
siguiente los cortes fueron lavados en PBS-caseina e incubados en el 
segundo anticuerpo (Vectastain®Universal Elite, ABC Kit), en cámara 
húmeda con agitación, durante 30 minutos. A continuación los cortes fueron 
lavados tres veces con PBS-caseina y transferidos a la solución ABC 
(Vectastain®Universal Elite, ABC Kit) durante 30 minutos. Por último se 
lavaron con PBS sin caseína y se revelaron con DBA. Para su observación 
al microscopio se montó la preparación. 
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b) Localización del ácido y-aminobutirico {GABA): 
El GABA es un neurotransmisor inhibidor de la sinápsis. Para su 
detección utilizamos 3 retinas de los siguientes estadios de tortuga: S18 y 
S20. Para su detección realizamos un procedimiento similar al descrito en el 
apartado anterior. De forma resumida, cortes de criostato, de 10 a 14 μιτι de 
espesor fueron recogidos sobre portas gelatinados (mediante gelatina al 
cromo-alumbre). Para localizar el GABA, los cortes fueron lavados con PB e 
inmediatamente bloqueados con un kit bloqueante de avidina-biotina 
(Sigma), durante Inora. Los cortes fueron de nuevo lavados con PB y 
posteriormente fueron bloqueados con suero normal de carnero (NGS) al 
10,0 % en PB a pH 7,4 durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Seguidamente fueron incubados con un anticuerpo anti-GABA de conejo 
(1:16.000 - 1:20.000; Sigma) en NGS al 1% en PB a pH 7,4 en una cámara 
húmeda durante toda la noche a la temperatura ambiente. Al día siguiente 
los cortes fueron lavados en NGS al 1,0% en PB a pH 7,4 e incubados en 
una IgG de cabra producida en conejo (IgG, Vector, Laboratories, 
Burlingame, CA) a una dilución de 25 pl/5ml en NGS/PB al 1,0%, pH 7,4 
durante 1-2 horas a temperatura ambiente. A continuación los cortes son 
lavados con PB y marcados con Fluoresceína Avidina D (1:500; Vector 
Laboratories) por 30-40 minutos. Tras lavar varias veces con PB las 
secciones son cubiertas con Vector Shield (Vector Laboratories) y 
examinadas en un microscopio de fluorescencia (Leitz, Wetzlar, Germany). 
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c) Inmunomarcado de Glicina: 
El aminoácido glicina es un neurotransmisor inhibidor de las 
sinápsis. Para su detección utilizamos 3 retinas de los siguientes estadios de 
tortuga: S18 y S20. Para su detección realizamos un procedimiento similar al 
descrito en los anteriores apartados. Cortes de criostato, de 10 a 14 μιη de 
espesor fueron recogidos sobre portas gelatinados (mediante gelatina al 
cromo-alumbre). Para localizar la glicina, los cortes fueron lavados con PB e 
inmediatamente incubados en NGS al 2% y en NDS al 2% durante 1 hora 
para eliminar el marcado inespecífico. Seguidamente los cortes fueron 
incubados con un anticuerpo anti-glicina de conejo (1:10.000; Sigma), en 
una cámara húmeda durante toda la noche a la temperatura ambiente. Al día 
siguiente fueron lavados en NGS al 1,0% en PB a pH 7,4 e incubados en 
indocarbocianina (Cy3) conjugada con estreptavidina (CyTM3, Jackson 
Immuno Research Laboratories, Inc, West Grove, PA) en 0,01 M PB a pH 7,6 
por 30-40 minutos. Tras lavar varias veces con PB las secciones son 
cubiertas con Vector Shield (Vector Laboratories) y examinadas en un 
microscopio de fluorescencia (Leitz, Wetzlar, Germany). 
d) Inmunotinción de Tirosina hidroxilasa (TOH) 
La TOH es una enzima que interviene en la síntesis de la 
dopamina (DA). Para su detección utilizamos 3 retinas de los siguientes 
estadios de tortuga: S18 y S20. Para su detección incubamos cortes de 
criostato con un anticuerpo anti-TOH producido en conejo (Chemicon 
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International, Tamecula, CA) y diluido 1:1000 en una solución 0,1M de PB a 
pH 7,4, con Tritón X-100 al 0,5% en una cámara húmeda durante toda la 
noche a 4o C. Posteriormente las retinas fueron lavadas e incubadas con en 
el anticuerpo secundario, una IgG producida en conejo, biotinilada y diluida 
al 1:100 en PB durante 2 días a 4°C. A continuación los cortes son lavados 
con PB y marcados con Fluoresceína Avidina D (1:500; Vector Laboratories) 
por 30-40 minutos. Tras lavar varias veces con PB las secciones son 
cubiertas con Vector Shield (Vector Laboratories) y examinadas en un 
microscopio de fluorescencia (Leitz, Wetzlar, Germany). 
C) Marcado de la proteína quinasa II Caz*/calmodulina-dependiente 
(CaMKII) 
La CaMKII es una proteína quinasa que fosforila un amplio 
espectro de sustratos para regular vías de señalización relacionadas con el 
Ca2+. Para su detección utilizamos 3 retinas de los siguientes estadios de 
tortuga: S18, S20, S22, S23, S24, S25 y S26. Cortes de criostato, de 10 a 14 
pm de espesor fueron recogidos sobre portas gelatinados (mediante gelatina 
al cromo-alumbre). Para localizar la CaMKII, los cortes fueron primero 
bloqueados con NHS al 10,0 % en PB a pH 7,4 durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. Seguidamente fueron incubados con un anticuerpo 
anti-CaMKII (Boehringer Mannheim, Réf. N° 1481703) y diluido en PBS-
caseína a pH 7,4 a una dilución de 1:10.000, en una cámara húmeda, 
durante toda la noche a la temperatura ambiente. Al día siguiente los cortes 
fueron lavados en PBS-caseína e incubados con el segundo anticuerpo 
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(Vectastain®Universal Elite, ABC Kit), en cámara húmeda con agitación, 
durante 30 minutos. A continuación se lavaron tres veces con PBS-caseína y 
fueron transferidos a la solución ABC (Vectastain®Universal Elite, ABC Kit) 
durante 30 minutos. Se lavaron con PBS sin caseína y se revelaron con 
DBA. Montar la preparación y observar al microscopio 
D) Marcado de proteínas de las vesículas sinápticas 
a) Detección de sinaptofísina: 
Para su detección utilizamos 3 retinas de los siguientes estadios de 
tortuga: S18, S20, S22, S23 y S26. Para la determinación de la sinaptofísina 
utilizamos el anticuerpo policlonal de DAKO, Rabbit Anti-Human 
Synaptophysin que presenta afinidad para esta proteína. Esta afinidad se 
consigue utilizando un inmovilizado del péptido. El anticuerpo reconoce 
específicamente una secuencia hidrofílica concreta de aminoácidos. La 
técnica fue realizada sobre cortes de criostato de 16 a 20 μιτι, almacenados 
en el arcón congelador a -80° C. En cuanto a la técnica de incubación de los 
cortes con el anticuerpo, en primer lugar se procedió a la preparación del 
tejido, sacando las portas del congelador y llevándolos a temperatura 
ambiente. Posteriormente cada corte fue se rodeado con el lápiz especial 
PAN-Pen, para así evitar la dispersión del líquido durante todo el tratamiento 
inmunocitoquímico. Para la pre-incubación, se realizaron dos lavados de 5 
minutos cada uno en DPBS (Dubelkos). A continuación se incubaron las 
retinas durante una hora con antigen retrieval. No se conoce muy bien el 
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modo de acción del antigen retrieval, pero se sabe que facilita la unión del 
anticuerpo al antígeno al hacer este último más accesible. El antigen 
retrieval se prepara inmediatamente antes de su uso con 1,05 g.de Trizma-
HCL (Sigma) en 100 mi de agua desionizada, obteniéndose una solución 
final de 0,1 M Tris-HCL, y se utiliza a temperatura ambiente. A partir de este 
momento el resto de reactivos se utilizaron fríos, a una temperatura de unos 
4o a 6o C. A continuación se realizaron cuatro lavados de 5 minutos cada 
uno en DPBS. Para bloquear los posibles lugares de unión inespecifica, los 
cortes se incubaron con una solución de 10 % de suero normal de cabra en 
DPBS (NGS/ DPBS) durante 30 minutos. Posteriormente se procedió a la 
incubación con el anticuerpo primario. Para ello, utilizamos el anticuerpo 
policlonal de la casa DAKO Rabbit Anti-Human Synaptophysin, que tiene 
una concentración de la proteína de 0,3 g/l. Trabajamos a una dilución 1:10 
en 1 % de NGS/DPBS, y los tiempos de incubación variaron dependiendo 
del estadio y edad de la tortuga. Así, para retinas de tortugas entre los 
estadios S18 y S24, ambas inclusive, el tiempo de incubación fue de 18 
horas; y para las retinas de estadios superiores, de 16 horas. Tras la 
incubación con el anticuerpo primario se realizaron tres lavados de 3 minutos 
cada uno en 1% NGS/DPBS. Como anticuerpo secundario utilizamos 
Fluorescein (FITC)-congugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (ref. 
111-095-003, de Jackson Laboratorios). Este segundo anticuerpo va 
conjugado al fluorocromo "Isocianato de Fluoresceína (FITC)", por lo que a 
partir de este paso y hasta la finalización de la inmunocitoquímica, se trabajó 
en condiciones de baja luminosidad. El anticuerpo secundario se utilizó a 
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una dilución 1:350 en 1% NGS/DPBS y durante un periodo de incubación de 
1 hora. 
Finalmente se realizaron 5 últimos lavados de 5 minutos cada uno en DPBS 
y se procedió a cubrir las preparaciones, utilizando como medio de montaje 
"Vertorshield H-1000" de la casa Vector, especial para fluorescencia. 
b) Detección de la proteína SV2: 
Para esta técnica utilizamos un total de 9 retinas, tres de cada estadio 
del desarrollo embrionario seleccionados (S18, S21 y S24) de Trachemys 
scripta elegans. Las retinas fueron obtenidas según el procedimiento 
general, arriba explicado y fijadas por inmersión en paraformaldehido al 4% 
en tampón fosfato 0,1 M con pH 7,4 durante 2-3 horas. Tras la fijación, las 
retinas fueron cuidadosamente disecadas y transferidas a una solución de 
tampón fosfato con sacarosa al 30% durante 24 h a 4°C. Las retinas fueron 
congeladas en nitrógeno liquido, descongeladas y lavadas con PBS 0.01 M a 
pH 7,4. Para realizar la técnica de inmunocitoquímica con florescencia se 
obtuvieron cortes de vibratomo de 50-μΐη de grosor que se incubaron en 
suero normal de cabra (NGS) al 10% en Triton X-100 al 1% en PBS durante 
1 h a la temperatura ambiente. Esta incubación se realizó para bloquear 
sitios no específicos. Después las secciones se incubaron durante toda la 
noche con un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra SV2 A y SV2 Β 
(Synaptic Systems, Goettingen, Germany; dilución 1:2000). Cada antisuero 
fue diluido con PBS con Triton X-100 al 0.5% a 4 °C. Las retinas fueron 
lavadas en PBS durante 45 min ( 3 x 1 5 min). Posteriormente se incubaron 
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durante 2 horas en un anticuerpo anti IgG de conejo en burro, conjugado con 
carboxymethylindocyanine (Cy3) afinidad-purificada (Jackson Immuno Labs, 
West Grove, PA, USA; dilución 1:500) a temperatura ambiente. Los cortes 
de retina fueron lavados durante 30 minutos con 0.1 M PB y montados con 
glicerol al 10% en 0.1 M PB. Los cortes fueron observados utilizando un 
microscopio confocal Bio-Rad Radiance Plus (Bio-Rad, Hemel Hempstead, 
Great Britain) instalado en un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 
E600 (Nikon, Tokyo, Japan). La detección de la señal, una línea de 543 nm 
de un láser de HeNe verde en combinación con un filtro de emisión de 
605/32 (Bio-Rad). Las imágenes son importadas al programa Adobe 
Photoshop 7.0. Para su presentación, las manipulaciones del Photoshop 
(briilo y contraste) fueron realizadas de la misma manera en toda la sección. 
c) Detección de neurabin: 
Para su detección utilizamos 3 retinas de los siguientes estadios de 
tortuga: S18, S20, S22, S23 y S26. Para la determinación de Neurabin 
utilizamos el anticuerpo policlonal Calbiochem, "Rabbit Anti-Rat Neurabin-I". 
Es una proteina específica del sistema nervioso localizada principalmente en 
la sinápsis y además también se puede encontrar en el lamelipodio de los 
conos de crecimiento durante el desarrollo neuronal. 
Tras los lavados en tampón fosfato 0,1M, se procedió a la 
deshidratación de las mismas, para a continuación incluirlas en una resina 
aerifica, LR-White. Una vez polimerizados, los bloques fueron cortados en un 
ultramicrotomo, realizando cortes semifinos de 1 pm de espesor, algunos de 
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los cuales se tiñeron con azul de toluidina, mientras otros se utilizaron para 
realizar la inmunocitoquimico. En primer lugar se procedió a la preparación 
del tejido, rodeando cada porción de tejido (2 por cada porta) con el lápiz 
especial Pan-Pen, para así evitar la dispersión del líquido durante todo el 
tratamiento inmunocitoquimico. Primeramente se realizaron tres lavados de 
5 minutos cada uno en Tampón Fosfato Salino (PBS). A continuación se 
incubaron las retinas durante una hora con antigen retrieval a temperatura 
ambiente. Posteriormente se realizaron cinco lavados de 5 minutos cada uno 
en PBS. Para bloquear los posibles lugares de unión inespecifica, los cortes 
se incubaron con una solución de 10 % de suero normal de cabra en PBS 
(NGS/ PBS) durante 30 minutos. Posteriormente se procedió a la incubación 
con el anticuerpo primario. Para ello, utilizamos el anticuerpo policlonal de la 
casa Calbiochem, "Rabbit Anti-Rat Neurabin-l", Utilizamos una dilución 1:100 
en 1 % de NGS/PBS e incubamos durante toda la noche. Tras la incubación 
con el anticuerpo primario se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno 
en 1% NGS/DPBS. Como anticuerpo secundario utilizamos "Fluorescein 
(FITC)-congugated AffmiPure Goat Anti-Rabbit IgG". Este segundo 
anticuerpo va conjugado al fluorocromo "Isocianato de Fluoresceina (FITC)", 
por lo que a partir de este paso y hasta la finalización de la 
inmunocitoquímica, se trabajó en condiciones de baja luminosidad. El 
anticuerpo secundario se utilizó a una dilución 1:100 en 1% NGS/PBS y 
durante un periodo de incubación de 1 hora. Finalmente se realizaron 5 
últimos lavados de 5 minutos cada uno en PBS y se procedió a cubrir las 
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preparaciones, utilizando como medio de montaje "Vertorshield H-1000" de 
la casa Vector, especial para fluorescencia. 
De las preparaciones que habían sido tratadas mediante 
inmunocitoquimica, se obtuvieron fotografías mediante un microscopio con 
luz fluorescente, a partir de las cuales se observó la presencia o ausencia de 
mareaje fluorescente en las distintas capas de la retina, para así determinar 
la presencia o no de vesículas sinápticas. Se decidió considerar mareaje 
positivo cuando este aparecía de forma punteada. 
E) Marcado del RNA de las HERDS 
Para la detección de las ribonucleoproteínas se utilizó una técnica que 
detecta específicamente RNA sobre cortes ultrafinos tanto de EPON como 
de LRW (Calabuig et al, 2005). Esta técnica se realizó en retinas de 
embriones de tortuga del estadio S24 incluidas en Epón-812, tal y como se 
ha mencionado anteriormente. 
Brominación: Primeramente, se procedió a la incubación de las rejillas de 
níquel, donde se encontraba en tejido, con Bromo durante 30 minutos 
(Bromo 0,025% en bromuro de potasio 0,2%). Posteriormente se hicieron 5 
lavados de 5 minutos cada uno con agua destilada. Seguidamente se 
procedió al lavado de las muestras con bisulfito sódico al 0,5 %. 
Inmediatamente se volvieron a lavar en agua destilada (4 veces durante 5 
minutos cada vez). Por último, las rejillas se lavaron en PBS (4 veces 
durante 10 minutos cada vez). 
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Inmunomarcado: Pimero se procedió al bloqueo con PBS (pH 8) con 
0,01% Twen 20, 2% BSA, 100 μπι Glicina, y 2% Fetal Calf FERUM durante 
30 minutos. A continuación, las muestras se incubaron con el anticuerpo 
primario. En el caso de la BrU se utilizó "mouse anti-BrdU" a la 
concentración de 1/100, durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Seguidamente, se hicieron 4 lavados en PBS. Como anticuerpo secundario 
utilizamos "Inmuno Gold Congudate Goat anti-mouse lg G", a una 
concetración de 1/50 durante 1 hora. Finalmente se hicieron 5 lavados de 
PBS y de agua destilada y se dejó secar durante 1 hora antes de contrastar 
las rejillas. 
Contrastar las rejillas: las rejillas fueron contrastadas con acetato de 
uranilo (al 5%) y citrato de plomo (al 2.5%) para su observación al 
microscopio electrónico. 
F) Doble marcado de células TUNEL+ y neurotransmlsores: 
Con el fin de comprobar la posible co-localización de los 
neurotransmisores en células TUNEL+, se procedió a realizar las 
inmunotinciones para detectar los neurotransmisores arriba realizados, sobre 
cortes de criostato procedentes de retinas previamente tratadas con la 
técnica de TÚNEL. 
Debido a que las imágenes fueron capturadas desde secciones de 
criostato 14 μιη, las diferencias en el plano focal no fueron significativamente 
variables, por lo que no se utilizó el eje Z. El doble mareaje se obtuvo sobre 
imágenes procesadas matemáticamente desde la imagen del canal Cy3 y 
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de la imagen del canal Alexa 488 para mostrar el solapamiento de la señal 
en caso de doble mareaje. Para ello se utilizó la función Math del programa 
Adobe Photoshop™. 
G) Control de las reacciones de inmunocitoquímica 
Como control de la reacción se utilizaron cortes procesados de 
manera idéntica pero omitiendo el anticuerpo primario. 
3.5. Análisis de los resultados 
Los estudios cuantitativos de los diferentes perfiles ultraestructurales 
estudiados (sinápsis convencionales, sinápsis en cintilla, mounds, gotitas 
lipídicas, etc) a lo largo de las etapas del desarrollo, fueron densidades 
relativas dada la imposibilidad de averiguar las densidades absolutas de 
estos perfiles, en cada etapa, ya que los cortes obviamente no se hicieron 
seriados. 
En cuanto a las comparaciones estadísticas realizadas en este 
estudio, entre pares de condiciones o entre edades, han sido llevadas a 
cabo utilizando el test de la t de Student o el test de la chi cuadrado 
(aplicándole a esta última la corrección de continuidad de Yates). Una 
consideración fue importante en el diseño de los test: debido a que la 
comparación incluía muchos pares, la probabilidad de falsos positivos era 
elevada, por lo que para paliar este problema se han requerido valores de ρ 
por debajo del 1%. 
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4.1. Estructura general de la retina de tortuga 
Antes de proceder a la descripción de la apoptosis, diferenciación y 
sinaptogénesis de la retina de Trachemys scrípta elegans, creemos 
necesario realizar una breve descripción de sus principales características 
estructurales que sirvan a modo de escenario en los que ubicar de una 
manera clara aquellos acontecimientos. Para ello comenzaremos 
describiendo la estructura general de la retina de tortuga adulta (Figura 4.1 y 
4.2.) para luego remarcar los principales cambios estructurales ocurridos 
entre el estadio S18 y el S26 (Figura 4.3.). 
En la tortuga adulta, al igual que en el resto de vertebrados, la retina 
se encuentra constituida por los fotorreceptores más 5 tipos de neuronas 
que se disponen en varias capas perfectamente delimitadas (Figuras 4.1.y 
4.2.) y cuya descripción detallada escapa de los propósitos de esta tesis. De 
todas las capas de la retina, tan solo en dos de ellas se producen contactos 
sinápticos: en la plexiforme externa u OPL (de Outer Plexiform Layer) y en la 
interna o IPL (de Inner Plexiform Layer). 
Aunque la capa más externa de la retina es el epitelio retiniano (PE), 
sin embargo, el primer elemento neuronal a considerar, son los 
fotorreceptores cuyos somas forman la capa nuclear externa (ONL) y sus 
terminales sinápticos transmiten información a las células bipolares y a las 
células horizontales, a nivel de la OPL. Los somas de las células 
horizontales (h), bipolares (b) y amacrinas (a) se agrupan para constituir la 
capa nuclear interna (INL). A nivel de la IPL, se establecen importantes 
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contactos sinápticos entre células bipolares, amacrinas y ganglionares (g). 
Estas últimas células constituyen la capa ganglionar (GCL) cuyos axones 
forman la capa de fibras del nervio óptico (ONL) que abandonan la retina 
formando el nervio óptico (ON). Un último tipo celular, denominado célula 
interplexiforme (ip) establece conexiones entre ambas capas plexiformes, al 
tiempo que recibe fibras eferentes (ef) procedentes de otras localizaciones 
del Sistema Nervioso Central. 
RETINA 
Figura 4.1.: Estructura de la retina de los vertebrados (Tomado de De Juan et al., 1997). 
PE: Epitelio pigmentario; Phot.: Fotorreceptores; ONL: Capa nuclear externa; OPL: Capa 
plexiforme externa; INL: Capa nuclear interna; IPL: Capa plexiforme interna; GL: Capa 
ganglionar; ONL: Capa de las fibras del nervio óptico, r: bastón, c: cono; h: célula horizontal, 
b: célula bipolar; a: célula amacrina, g: célula ganglionar, ip: célula interplexiforme; fe: fibras 
eferentes. 
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Figura 4.2.: Estructura de la retina de tortuga adulta. 
En este estudio sobre el desarrollo morfológico de la retina de tortuga 
y su relación con los cambios electrofisológicos, utilizaremos como punto de 
partida el estadio S18 preferentemente, debido a que en otros trabajos se ha 
demostrado que es en él cuando aparece la IPL por primera vez en la retina, 
de este reptil. En efecto, antes de S18 la IPL solo se encuentra en las zonas 
retinianas próximas a la cabeza del nervio óptico, lo que concuerda con la 
maduración en la retina de tortuga que progresa desde la cabeza del nervio 
óptico hacia la parte más externa de ella (Nguyen et al., 2000). 
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Como acabamos de señalar, en S18 la retina carece de OPL pero 
presenta ya una IPL claramente definida (Figura 4.3.A). Un hecho llamativo, 
en este estadio, es la presencia de hendiduras y espacios intercelulares que 
más adelante denominaremos canales guales, a nivel de la mitad interna de 
la retina. Otro hecho también característico es la presencia de células 
desplazadas a la IPL. En S20, se observa por primera vez, de forma clara, la 
OPL, mientras que la INL aquí se hace más delgada al tiempo que 
disminuyen los espacios extracelulares. Un hecho común con S18 es la 
presencia de células desplazadas a nivel de la IPL (Figura 4.3.B). A partir de 
S22 (Figura 4.3.C), la estructura general de la retina presenta ya claramente 
definidas todas sus capas, con un aspecto prácticamente maduro y muy 
parecido al que tiene la retina en el momento de la eclosión, es decir en S26 
ó P0 (Figura 4.3.D). Tanto en S22 como en S26 los fotorreceptores 
presentan una morfología clara. La única diferencia a resaltar es el mayor 
número de capas celulares en la GCL de S22. 
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Figura 4.3.: Cortes verticales de retinas de embrión de tortuga en diferentes estadios del 
desarrollo prenatal. Cortes semifinos en material incluido en Epón 812. A: Estadio S18. Se 
insinúa una tenue OPL frente a una IPL claramente delimitada. Dos hechos muy 
característicos son la presencia de espacios intercelulares en la mitad interna de la retina 
("canales guales") así como la presencia de algunos cuerpos celulares en la IPL. B: Estadio 
S20. La OPL ya esta claramente delimitada al igual que la IPL La presencia de "canales 
guales" ha disminuido marcadamente aunque persiste la presencia de algunos cuerpos 
celulares en la IPL. C: Estadio S22. D: S26. Tanto en S22 y S26 la estructura general de la 
retina presenta ya claramente definidas todas sus capas, con un aspecto prácticamente 
maduro y muy parecido al que tiene la retina en el momento de la eclosión, es decir en S26. 
Los fotorreceptores presentan una morfología clara. La única diferencia a resaltar es el mayor 
número de capas celulares en la GCL de S22. 
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4.2. Apoptosis durante el desarrollo embriológico de la retina de 
tortuga 
Los primeros signos de apoptosis en la retina de tortuga comienzan 
en el estadio S16, a nivel de la INL. Sin embargo, no se manifiesta 
claramente, tanto en la INL como en la GCL, hasta S18. En este apartado de 
los resultados abordaremos los fenómenos de apoptosis que se producen 
durante el desarrollo de la retina de Trachemys scripta elegans desde el 
punto de vista de la microscopía óptica y electrónica, acompañadas ambas 
de una técnica histoquímica para identificar la presencia de RNA y el 
marcado de células apoptóticas con la técnica de TÚNEL. 
4.2.1. Estudios de Microscopía óptica 
A) Cortes semifínos 
En secciones verticales de retina, en especial del estadio S20, 
aparece un discreto número de células apoptóticas dispersas, caracterizadas 
por presentar pequeñas o grandes masas de cromatina condensada en el 
núcleo (figura 4.4.). Algunos de estos núcleos presentan un aspecto 
picnótico debido a la distribución homogénea de heterocromatina por todo el 
carioplasma (figura 4.4.). En otros casos, la cromatina se condensa en la 
periferia, por debajo de la envoltura nuclear, dándole al núcleo un típico 
aspecto anular (figura 4.4.A). En otras ocasiones, las células apoptóticas 
presentan fragmentos nucleares que se corresponden con los denominados 
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cuerpos apoptóticos (figura 4.4.Β y 4.4.D). En general, la inmensa mayoría 
de las células apoptóticas han sido observadas en la GCL y en la INL. 
%::, i;S * ! " . * ϊ Λ 
Figura 4,4.: Cortes verticales de retinas de embriones de tortugas en el estadio S20. Cortes 
semifinos en material incluido en Epón 812. En las cuatro secciones aparecen un discreto número 
de células apoptóticas, caracterizadas por presentar pequeñas o grandes masas de cromatina 
condensada en el núcleo. Algunos de estos núcleos presentan un aspecto picnótico debido a la 
distribución homogénea de heterocromatina por todo el carioplasma (Flechas negras en A, B, C y 
D.). En otros casos, la cromatina se condensa en la periferia, por debajo de la envoltura nuclear, 
dándole al núcleo un típico aspecto anular (Flecha blanca en Α.). En otras ocasiones, las células 
apoptóticas presentan fragmentos nucleares que se corresponden con los denominados cuerpos 
apoptóticos (Flechas blancas en Β y D). En general, la inmensa mayoría de las células apoptóticas 
han sido observadas en la GCL y en la INL. 
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Β) Estudios de retinas enteras y cortes verticales con el método TÚNEL 
Con el fin de objetivar la presencia de células apoptóticas realizamos 
la técnica de TÚNEL tanto en retinas enteras extendidas como en cortes 
verticales obtenidos con criostato y vibratomo. En los dos tipos de material, 
se detectaron abundantes células cuyos núcleos presentaron las 
características morfológicas típicas de la apoptosis (TUNEL+), además de 
pequeños granulos picnóticos, posiblemente correspondientes a cuerpos 
apoptóticos, procedentes de la fragmentación del núcleo celular (figura 4.5.). 
Figura 4.5.: Retina extendida (wholemount) procesada con el método TÚNEL para 
observar apoptosis. Se observan abundantes células de la GCL cuyos núcleos presentan 
las características morfológicas típicas de la apoptosis (flechas), además de pequeños 
granulos picnóticos, posiblemente correspondientes a cuerpos apoptóticos (extremos de 
flechas), procedentes de la fragmentación del núcleo celular. 
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Tanto en secciones verticales (figuras 4.6. y 4.7) como en retinas 
enteras (figura 4.8.) procesadas con el método TÚNEL, se observan células 
apoptóticas desde el estadio S16 hasta el S24, desapareciendo en S26, 
tanto en la INL como en la GCL. Sin embargo, la mayor densidad de células 
TUNEL+ por mm2 ha sido observada entre S19 y S20, cuadruplicando los 
valores más bajos (figura 4.9.). Por otra parte, la densidad de células 
TUNEL+, tanto en la INL como en la GCL, es mayor en áreas de la retina 
central respecto de la periférica, en particular entre los estadios S16 y S19. 
Entre S20 y S26 la densidad de las células TUNEL+ es menos dispar entre 
áreas de la retina central y periférica y no muestran diferencias significativas 
para una p<0,05. Finalmente, la presencia de células TUNEL+ en la ONL es 
muy escasa. 
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Figura 4.6.: Micrografias ópticas de cortes de criostato (15 μιη) procesados con el 
método TÚNEL en diferentes estadios del desarrollo, S16 (A, B), S18 (C, D) y S19 
(E, F) de la retina central (A, C, E) y periférica (B, D y F). En A se observan varios 
neuroblastos en la zona del manto (MZ) mostrando mareaje TUNEL+. En Β las 
células de la parte externa de la MZ muestran menor mareaje. En C y D la mayoría 
del mareaje se observa en la INL, algún mareaje en la GCL. En E y F aumenta la 
densidad de células marcadas, en ambas capas, respecto a los anteriores estadios. 
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Figura 4.7.: Micrografias ópticas de cortes de criostato (15 \sm) procesados con el 
método TÚNEL en diferentes estadios del desarrollo, S20 (A, B), S22 (C, D) y S26 
(E, F) de la retina central (A, C, E) y periférica (B, D y F). En A y Β se observa un 
elevado número de células TUNEL+ tanto en la INL como en la GCL En C y D hay 
menos células TUNEL+ en INL y GCL. En Ε y F, no se observan células TUNEL+ 
en INL y GCL. 
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Figura 4.8.: Micrografias ópticas de la zona central y periférica de 
retinas enteras (wholemounts) procesadas con el método TÚNEL 
en diferentes estadios del desarrollo, S19 (A, B), S20 (C, E), S22 
(F, G) y S24 (H, I) en la INL (A, C, F, H) y en GCL (B, E, G, I). 
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Figura 4.9.: Densidad de células marcadas positivamente con el método de TÚNEL 
en la INL y en la GCL, tanto de la zona central como periférica de la retina. 
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C) Patrones de distribución de las células TUNEL-positivas en retinas 
extendidas 
Con el fin de determinar si la distribución de las células TUNEL+ es 
aleatoria o por el contrario sigue algún tipo de patrón espacial en retinas 
extendidas (figura 4.5), realizamos diversos análisis utilizando la aplicación 
informática, Spattial Patterns 2.3.2 (Fernández et al., 1993; Fernández, 
1996). Para este análisis estudiamos las células apoptóticas de la INL y GCL 
de S20, por ser el estadio que presentó mayor densidad de células TUNEL+ 
(Ver figura 4.9.). Aunque los datos obtenidos con los diferentes índices, 
ratios, tests y figuras utilizados (tabla 4.1. y figura 4.10.), proporcionaron 
resultados ambivalentes, sin embargo de su análisis podemos deducir que 
existe una marcada tendencia, de las células TUNEL+, a distribuirse de una 
manera regular o agrupada. En efecto, los tres parámetros de dispersión, del 
método de los cuadrados (Dispersion index, Lefkovith's index y Quadrat 
count) utilizados para establecer el tipo de distribución de las células 
apoptóticas en la INL y GCL, tanto en la periferia como en la región central 
de la retina (Ver tabla 4.1.), avalan ese tipo de distribución de las células 
TUNEL+, excepto en la INL de la retina central. Sin embargo, los parámetros 
analizados con el método de la distancia del vecino más próximo 
proporcionan resultados ambivalentes. 
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TABLA 4.1: Resultados de los diferentes análisis realizados con la aplicación 
Spattial Pattern 2.3.2. para determinar los patrones de agrupar las células TUNEL+ 
en S20. 
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Fig. 4.10.: Patrones representativos y Nearest Neighbor Distance (NND) y análisis 
de la Density Recovery Profile (DRP). Los tipos celulares analizados son células 
TUNEL+ de la zona central y periférica de retinas de S20 
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4.2.2. Estudios de Microscopía electrónica 
En micrografías electrónicas, el número de células apoptóticas se 
presentan con mayor densidad en S20 como hemos observado en los 
estudios de microscopía óptica. En general, las células apoptóticas son muy 
difíciles de observar en todos los estadios, excepto en S20, donde los 
perfiles apoptóticos son mucho más frecuentes. A nivel ultraestructural, los 
núcleos de las células apoptóticas manifiestan importantes cambios de su 
arquitectura. Esos cambios afectan tanto a la cromatina (Robertson et al., 
2000; Martelli et al., 2001; Rogalinska, 2002) como a la apariencia de 
estructuras relacionadas con las ribonucleoproteínas (RNP) contenidas en el 
núcleo y en el nucléolo (Biggiogera et al., 2004). 
A) Cambios ultraestructurales durante la degradación de la cromatina 
en la apoptosis 
Las micrografías electrónicas muestran diferentes señales 
relacionadas con las células apoptóticas de la retina. En la figura 4.11 se 
muestra la apariencia de un neuroblasto normal en S18. En el estadio S20 
con frecuencia hay presencia de diferentes patrones de condensación de la 
cromatina nuclear tanto en la INL como en la GCL. Los neuroblastos 
apoptóticos tempranos muestran condensación y marginación de la 
cromatina (figura 4.12 A.) y una envoltura nuclear bien conservada. Tan 
pronto como la apoptosis progresa, observamos diferentes patrones 
nucleares de condensación de la cromatina: desde un núcleo, en el cual la 
cromatina condensada se localiza en la periferia nuclear, debajo de la 
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carioteca, con aspecto de anillo (figura 4.12 B.), hasta un núcleo cuya 
cromatina homogénea y condensada ocupa todo el interior nuclear, dando 
un aspecto picnótico (figura 4.12 F.), pasando por núcleos con aspecto de 
"media luna" (figura 4.12 E.). 
Figura 4.11.: Micrografía electrónica de un neuroblasto de la zona del 
manto de una retina de tortuga en el estadio S18. 
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En estadios más avanzados de apoptosis, los neuroblastos 
experimentan rotura de la carioteca, cariorrexis y fragmentación en múltiples 
cuerpos apoptóticos (figura 4.13.) que ocupan el citoplasma de las células 
con ruptura de la membrana plasmática y de las organelas. 
A Β 
Figura 4.12: Micrografia electrónica de diferentes patrones de distribución de la 
cromatina condensada en células apoptóticas de la retina de embriones de 
tortuga. 
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Figura 4.13.: Micrografía electrónica de diferentes patrones de distribución de la 
cromatina condensada de diferentes cuerpos apoptóticos. 
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Β) Cambios ultraestructurales a nivel de las ribonucleoproteínas 
En la retina de Trachemys scripta elegans se observan otros cambios 
ultraestructurales relacionados con la muerte celular y con estructuras que 
contienen las RNP. En este sentido, los primeros cambios ultraestructurales 
que observamos fueron la presencia de una desorganización del nucléolo 
(figura 4.14), caracterizada por la homogeneidad de su material, lo que le 
daba un aspecto amorfo. Estos cambios se observan especialmente en 
retinas de S18 y S20. En estos estadios además, es frecuente la presencia 
de cambios degenerativos en el citoplasma (Fig. 4.12.). Finalmente, un 
hallazgo característico de este trabajo ha sido observar la presencia de 
masas amorfas de material más o menos electrodenso disperso, tanto en el 
carioplasma como en el citoplasma (Fig. 4.15). Ese material se agrupa en 
acúmulos (clusters) que han recibido el nombre de HERDS (Heterogeneous 
ectopic ribonucleoprotein-derived structures) por Biggiogera et al. (2004). 
C) Detección ultraestructural de RNA en los HERDS 
Utilizando una técnica puesta a punto en nuestros laboratorios 
(Calabuig et al. 2005), hemos podido demostrar la presencia de RNA en el 
material electrodenso, al que nos referimos en el apartado anterior como 
HERDS. Con esta técnica, el RNA aparece marcado como clusters de 
partículas de oro coloidal (10 nm) ubicados sobre las masas de HERDS 
(figura 4.16.). 
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Figura 4.14.: Micrografía electrónica de diferentes patrones de distribución de los 
diferentes componentes de los nucléolos tales como la pars granulosa (gr), pars 
fibrosa (fb) y pars densa (d). Obsérvese la tendencia a disgregarse el nucléolo y la 
tendencia a predominar la pars densa. 
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Figura 4.15.: Micrografía electrónica de diferentes formas de manifestarse el material 
ribonucleoproteinico extruido por el núcleo al citoplasma (HERDS) en la apoptosis. Para 
más detalle ver texto. 
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Figura 4.16.: Micrografía electrónica de HERDS marcados con oro coloidal que Indican la 
presencia de RNA. 
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4.3. Diferenciación neuronal y su relación con la apoptosis 
Como tuvimos ocasión de ver en la introducción de esta tesis, la 
diferenciación celular es otro de los caminos importantes seguidos por las 
células durante el desarrollo embrionario. Básicamente, al diferenciarse las 
células adquieren nuevas características que las hacen diferentes de sus 
congéneres. En este apartado centraremos nuestra atención en la detección 
de algunos tipos celulares de la retina, basándonos en la expresión que 
hacen de algunas moléculas relacionadas con la neurotransmisión. En 
concreto vamos a describir, usando técnicas de inmunocitoquímica, nuestros 
hallazgos acerca de la presencia de células amacrinas colinérgicas, 
glicinérgicas, gabaérgicas y dopaminérgicas. La detección se realizó en S18 
y S20, momentos de máxima actividad apoptótica. 
Finalmente, mostraremos nuestros resultados finales de realizar un 
doble mareaje en retinas procesadas con la técnica de TÚNEL y 
subsiguientemente con las técnicas que evidencian la presencia de las 
células arriba mencionadas, es decir, células colinérgicas, glicinérgicas, 
gabaérgicas y dopaminérgicas. Todo esto con el fin de evidenciar si la 
apoptosis posee alguna característica específica en relación con el tipo 
celular afectado. 
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4.3.1. Detección de neuronas con diferentes neurotransmisores: 
a) Localización de neuronas colinérgicas mediante la detección de 
colina acetil transferasa (ChAT) 
El estudio microscópico de las retinas procesadas para detectar la 
presencia de la enzima colina acetil transferasa (ChAT) en los estadios S18 
y S20, muestran como en S18 (figura 4.17 A) aparecen ya células marcadas 
positivamente a ChAT, a nivel de diferentes localizaciones. En efecto en S18 
se observan células ChAT+ a nivel de las siguientes localizaciones: (1) 
dispersas en la zona del manto; (2) en el limite entre la zona del manto y la 
IPL, bordeando el borde externo de la I PL, donde forman una hilera de 
células colinérgicas ChAT+; (3) en el seno de la IPL donde parecen estar 
ocupando una situación transitoria o de paso, igual que las células que 
hemos descrito en cortes semifinos en S18 y S20 (ver figura 4.3 A y B); (4) 
en la GCL donde la mayoría de ellas son ChAT+ con un mareaje difuso, 
aunque se observan algunas células ChAT+ que delimitan el borde interno 
de la IPL. En S20 las células ChAT+ del manto desaparecen. En este 
estadio las células tienden a disponerse formando dos hileras que flanquean 
ambos bordes de la IPL. Las prolongaciones de ambas hileras de células se 
organizan en el centro de la IPL donde toman el aspecto de una línea, 
altamente positiva a ChAT. Las células ganglionares como en S18, también 
son positivas a ChAT. 
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Figura 4.17.: Micrografías ópticas de retinas de tortuga, de los estadios S18 y S20, procesadas 
con inmunocitoqímica, en cortes de criostato, para detectar la enzima colina acetil transferasa 
(ChAT). A: En S18 se observan marcadas algunas células a nivel de la zona del manto 
(Flechas blancas). En el límite entre la zona del manto y la IPL aparecen marcada una hilera de 
células (puntas de flecha blancas). En el seno de la IPL se observan células positivas a la ChAT 
(Puntas de flecha negras). La GCL presenta un mareaje difuso. B: En S20 las células ChAT + 
se organizan formando dos hileras que flanquean los bordes de la IPL. La línea más externa 
está indicada por puntas de flecha blancas. La línea interna está indicada por flechas negras. 
Las prolongaciones de ambas hileras de células se manifiestan como una línea altamente 
positiva a la ChAT que ocupa el centro de la IPL. Las células ganglionares tanto de S18 como 
de S20, también son positivas a la ChAT. 
b) Inmunomarcado de G ABA: 
Tanto en S18 como en S20 se observa un intenso marcado 
GABA+ en tres zonas de la retina (figura 4.18). En primer lugar llama la 
atención el intenso marcado de una hilera celular ubicada a la altura de la 
OPL, coincidiendo con la ubicación de las células horizontales. A nivel de la 
INL el marcado se produce preferentemente en la zona media y tercio 
interno de esta capa de la que probablemente derivarán las células 
amacrinas gabaérgicas. Finalmente en el límite más externo de la GCL, 
vuelve a detectarse una hilera de células marcadas y separadas, entre si, 
por una distancia constante. Probablemente se trata de células gabaérgicas 
desplazadas. 
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c) Inmunomarcado de Gly: 
En S18 (figura 4.18) observamos como aparecen intensamente 
marcadas una hilera de células en el borde externo de la zona del manto, 
coincidiendo con la ubicación de las células horizontales. A nivel del manto 
propiamente dicho se observan abundantes células GLY+ en la mitad interna 
del mismo, formando una ancha banda. Finalmente también se observa un 
importante mareaje en toda la GCL. En la IPL aparece un fino punteado 
correspondiente a las posibles arborizaciones de las prolongaciones de las 
células de la INL y de la GCL. En S20 (figura 4.18) se produce un cambio 
significativo, concentrándose todas las células GLY+ a nivel de la INL, 
siendo escaso el mareaje de la GCL. La IPL muestra un fino punteado como 
enS18. 
d) Inmunotinción de Tirosina hidroxilasa (TOH) 
Tanto en S18 como en S20 se observa un escaso número de 
neuronas TOH+, intensamente marcadas, a nivel del límite interno de la INL. 
Las prolongaciones de estas células se arborizan profusamente en la mitad 
extema de IPL (figura 4.18). 
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Figura 4.18: Micrografías ópticas de retinas de tortuga, de los estadios S18 y S20, procesadas 
inmunocitologicamente, en cortes de criostato, para detectar GABA, Glicina (GLY) y Tirosina 
hidroxilasa (TOH). GABA: Tanto en S18 como en S20 se observa un intenso marcado en tres 
zonas de la retina. En primer lugar se observa una hilera celular ubicada a la altura de la OPL. A 
nivel de la INL el marcado se produce preferentemente a nivel del la zona media y tercio interno 
de esta capa. Finalmente vuelve a detectarse otra hilera de células marcadas y separadas a una 
cierta distancia, entre ellas a nivel del límite externo de la GCL. GLICINA: Observamos como en 
S18 aparecen intensamente marcadas las células más externas de la INL así como las células 
correspondientes a la GCL. En la IPL aparece un fino punteado correspondiente a las 
arborizaciones dendríticas de ambas células. En S20, las células marcadas positivamente a 
glicina se agrupan fundamentalmente en la parte externa de la INL. TOH: Tanto en S18 como en 
S20 observamos, escasas pero intensamente marcadas, neuronas dopaminérgicas a nivel del 
límite interno de la INL. Sus prolongaciones se arborizan profusamente en la IPL. 
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4.3.2. Marcado de los enzimas CaMKII 
La retina interna de la tortuga presenta un intenso inmunomarcado de 
la CaMKII desde S18 hasta S26 (figura 4.19). El marcado se corresponde 
fundamentalmente con la GCL, IPL y la mitad interna de la INL. En esta 
última capa se observan marcados dos tipos celulares, uno formado por 
células grandes que se podrían corresponder con células amacrinas y otro 
grupo de células más pequeñas, compatibles con células bipolares. En la 
mitad externa de la INL también aparecen algunas células marcadas. En 
S18 (figura 4.19 A), estas células se disponen formando una hilera que 
bordea el límite interno de la OPL y que podrían corresponderse con células 
horizontales. Desde S20 a S26, aparecen dispersas en la mitad externa de 
la INL un pequeño número de células marcadas que podrían corresponder a 
células bipolares. 
Apoptosis, Diferenciación y Ssnaptogénesis de la rutina de tortuga 
Apoptosis, diferenciación y sinaptogénesis de la retina de Trachemys scripta elegans. Yolanda Segovia Huertas
Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006
Resultados 8? 
S18 S26 
Figura 4.19: Micrografías ópticas de retinas de tortuga, de los estadios S18 y S26, 
procesadas inmunocitologicamente, en cortes de criostato, para detectar CaMKII. La 
retina interna de la tortuga (IR) presenta un intenso ¡nmunomarcado de la CaMKII 
desde S18 hasta S26. El marcado se corresponde fundamentalmente con la mitad 
interna de la INL (a), la IPL (b) y la GCL (c). En la INL se observan dos grupos 
celulares, uno formado por células grandes que se podrían corresponder con células 
amacrinas y otro de células más pequeñas, compatibles con células bipolares (Flechas 
negras en B). En la mitad extema de la INL también aparecen algunas células 
marcadas. En S18 estas células se disponen formando una hilera que bordea el límite 
interno de la OPL (Flechas blancas en A) y que podrían corresponderse con células 
horizontales. 
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4.3.3. Marcado de proteínas vinculadas a las sinápsis 
a) Detección de neurabin: 
La inmunoreatividad al neurabin, comienza a detectarse en diferentes 
localizaciones de la retina, a partir de S20 (figura 4.20). En la IPL, los 
primeros signos de inmunoreactividad, en S20, aparecen como un escaso 
punteado fluorescente, en algunas zonas de la IPL. En los estadios 
siguientes el punteado se va haciendo más numeroso y su fluorescencia 
más intensa. En general los puntos fluorescentes son redondeados, de 
aproximadamente 1 pm de diámetro y con una tendencia a disponerse en 
agrupaciones, en los estadios más tempranos, y a adoptar un patrón más 
difuso a medida que avanza el desarrollo hasta S26. La OPL muestra un 
patrón granular fluorescente similar a partir de S20, aunque con una menor 
cantidad de granulos fluorescentes. La INL llama la atención por la intensa 
inmunoreactividad de su mitad interna a partir también de S20. Al igual que 
en la IPL, la inmunotinción se manifiesta como un intenso punteado 
fluorescente. Los granulos fluorescentes se agrupan compactamente 
alrededor de las siluetas de núcleos de la mitad interna de la INL. Tanto el 
epitelio pigmentario retiniano (EPR) como las gotas lipídicas de los 
fotorreceptores también muestran intensa inmunotinción. En el EPR la 
fluorescencia muestra el típico aspecto granular descrito más arriba. En las 
gotitas lipídicas adopta un aspecto homogéneo. En general, además de 
estas localizaciones típicas el resto de la retina muestra zonas con granulos 
fluorescentes. 
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Figura 4.20: Micrografías ópticas de retinas de tortuga, de los estadios S20, S23 y S26, 
procesadas inmunocitologicamente, en cortes semifinos, para detectar neurabin. Los primeros 
signos de inmunoreactividad aparecen en S20 como un escaso punteado fluorescente, en zonas de 
la IPL. En general los puntos fluorescentes son redondeados, de aproximadamente 1 μηη de 
diámetro y con una tendencia a disponerse en agrupaciones, en S20, y con un patrón más difuso 
en S26. La OPL muestra un patrón granular fluorescente similar a partir de S20. La INL presenta 
una marcada inmunoreactividad de su mitad interna a partir también de S20, bajo la forma de 
granulos fluorescentes que se agrupan compactamente alrededor de las siluetas de núcleos. Tanto 
el epitelio pigmentario retiniano (EPR) como las gotas lipídicas de los fotorreceptores también 
muestran intensa inmunotinción. En el EPR la fluorescencia muestra el típico aspecto granular 
descrito más arriba. En las gotitas lipídicas adopta un aspecto homogéneo. En general, además de 
estas localizaciones típicas el resto de la retina muestra zonas con granulos fluorescentes. 
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b) Detección de sinaptofisina: 
El primer mareaje de sinaptofisina en las capas plexiformes aparece 
en S20, y lo hace como un mareaje difuso (figura 4.21 A). Este mareaje 
aparece en ambas plexiformes, la OPL y la IPL, de una forma inmadura. Es 
solo en S22 cuando el mareaje de sinaptofisina aparece punteado, indicando 
de esta manera la emergencia de sinápsis (figura 4.21 B). Esto coincide con 
un aumento en el número de sinápsis convencionales observadas en los 
estudios ultraestructurales de la sinaptogénesis (ver más adelante). Es 
importante señalar, que la aparición de mareaje en la IPL coincide también 
con la emergencia de ondas espontáneas. En cuanto al mareaje de 
sinaptofisina en la OPL aparece en S23 (figura 4.21 C), coincidiendo con la 
emergencia de sinápsis en cintilla y con las respuestas a la luz de las células 
ganglionares. Un resultado sorprendente es que un pequeño número de 
fotorreceptores están completamente marcados en S22. Este mareaje 
coincidentemente, ocurre al mismo tiempo que los fotorreceptores están 
formando las sinápsis. 
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Figura 4.21.: Micrografías ópticas de retinas de tortuga, de los estadios S18-S26, 
procesadas inmunocitologicamente, en cortes de criostato, para detectar 
sinaptofisnina. El primer mareaje de sinaptofisina en ambas capas plexiformes 
aparece en S20, como un mareaje difuso. Este mareaje aparece en ambas 
plexiformes, con aspecto inmaduro. Sólo en S22 aparece ya con un aspecto 
punteado indicando la posible emergencia de sinápsis. En la OPL el mareaje aparece 
en S23. Un pequeño número de fotorreceptores están completamente marcados en 
S22. (Imagen cedida por De Juan, J). 
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c) Detección de SV2: 
En la figura 4.22 recogemos los resultados obtenidos en las retinas 
inmunoteñidas para detectar la proteína SV2 A (figura 4.22 A, Β y C) y SV2 
Β (figura 4.22 D, Ε y F) en S18 (figura 4.22 A y D), S21 (figura 4.22 Β y E) y 
S24 (figura 4.22 C y F). El mareaje de la retina con SV2 A, se inicia 
débilmente en S18, a nivel de la IPL y muy débil en la OPL (figura 4.22 A). 
En los estadios siguientes (S21 y S24) el inmunomarcado de SV2-A, se 
incrementa Intensamente en la IPL, especialmente en S24, donde la 
estratificación de la IPL se hace patente (figura 4.22 Β y C), sin embargo la 
inmunotinción de la OPL se debilita hasta hacerse prácticamente 
imperceptible. Cuando realizamos la inmunotinción de SV2-B, observamos 
como en S18 comienza una débil reacción que es detectada tanto en la IPL 
como en la OPL (figura 4.22 D) cuya intensidad se incrementa 
progresivamente en ambas capas plexiformes (figura 4.22 E, F). En 
resumen, podemos decir que SV2-A y SV2-B se encuentran presentes en la 
IPL de tres estadios estudiados incrementando su presencia 
progresivamente. En cuanto a la presencia de ambas proteínas en la OPL 
también es patente en los tres estadios. Sin embrago mientras que en el 
caso de SV2-A la intensidad de Inmunomarcado es muy débil, en el caso de 
SV2-B se incrementa progresivamente desde S21 a S24. En este caso la 
fluorescencia observada dibuja claramente los perfiles triangulares de los 
pedículos de los conos, mostrando que son más numerosos en S24 que en 
S21 (figura 4.22). 
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Figura 4.22: Micrografias ópticas de retinas de tortuga, de los estadios S18, S21 y S24, procesadas 
inmunocitologicamente, en cortes de criostato, para detectar las proteínas SV2-A (Figura 22 A, Β y C) y 
SV2 Β (Figura 22 D, Ε y F) en S18 (Figura 22 A y D), S21 (Figura 22 Β y E) y S24 (Figura 22 C y F). El 
mareaje de la retina con SV2 A, se inicia débilmente en S18, en la IPL y muy débil en la OPL (A). En S21 
y S24, el mareaje de SV2-A, se incrementa intensamente en la IPL, especialmente en S24, donde la 
estratificación de la IPL se hace patente (B y C). La ¡nmunotinción de la OPL se debilita hasta hacerse 
prácticamente imperceptible. La ¡nmunotinción de SV2-B en S18 comienza como una débil reacción tanto 
en la IPL y en la OPL (D). Su Intensidad aumenta progresivamente en ambas capas plexiformes (E, F). 
4.3.4. Doble marcado de células TUNEL+ y neurotransmisores 
Con el fin de estudiar la posible co-localización de los tres 
neurotransmisores analizados más arriba (GABA, GLY y TOH) con células 
TUNEL+, realizamos un doble mareaje sobre retinas de tortugas del estadio 
S20, estadio con la mayor cantidad de figuras apoptóticas. Al observar la 
figura 4.23, observamos que no existe en ninguno de los tres casos 
coincidencia entre células TUNEL+ y células gabaérgicas, glicinérgicas y 
dopaminérgicas. 
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Figura 4.23.: Micrografías ópticas de retinas de tortuga, del estadio S20, procesadas 
inmunocitologicamente, en cortes de criostato, para detectar la posible co-localización de 
tres neurotransmisores, Gly (A), GABA (B) y TOH (C) en células TUNEL+. El doble 
mareaje se obtuvo sobre imágenes procesadas matemáticamente desde la imagen del 
canal Cy3 y de la imagen del canal Alexa 488 para mostrar el solapamiento de la señal 
en caso de doble mareaje. Para ello se utilizó la función Math del programa Adobe 
Photoshop™.a) Técnica TÚNEL, b) Técnica de inmunocitoquímica, c) colocalización. 
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4.4. Sinaptogénesis durante el desarrollo embriológico de la retina de 
tortuga 
Como ya hemos comentado, al comienzo de los resultados, nuestra 
investigación sobre la sinaptogénesis de la retina de tortuga comienza en 
S18, debido a que en otros trabajos se ha demostrado que es en este 
estadio cuando aparece la IPL por primera vez en la retina (figura 4.3), no 
existiendo o siendo inmadura ("proto-IPL") en estadios anteriores. Debido a 
que las respuestas electrofiosológicas de las células ganglionares reciben 
una gran influencia de las conexiones sinápticas establecidas en la 
mencionada capa sináptica, es por lo que elegimos el estadio S18 como 
punto de partida para el estudio ultraestructural de la sinaptogénesis. 
4.4.1. Desarrollo temprano de las capas plexiformes (S18-S20) 
Como hemos señalado, al principio de los resultados, en S18, la retina 
de tortuga todavía no tiene bien diferenciadas todas sus capas (figura 4.3.A 
y 4.24) y llama la atención la presencia de amplios espacios intercelulares 
denominados "canales guales" a nivel de la mitad interna de la ZM (figura 
4.24 y 4.25). Aunque la IPL es claramente visible al microscopio óptico 
(figuras 4.3 A y 4.24), nuestros resultados muestran que en el estadio S18 
no se encuentra totalmente madura como veremos a continuación. Esta 
capa plexiforme, al igual que la parte más interna de la ZM (figuras 4.24 y 
5.25), presenta un laberinto de neuritas inmaduras separadas por amplios 
espacios extracelulares electro lucidos (figura 4.24, 4.26 y 4.27), que 
desaparecerán y quedaran completamente rellenos de neuritas en el estadio 
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S20 (figura 4.29). Las prolongaciones de estas neuritas se encuentran 
posicionadas muy próximas entre sí siguiendo una trayectoria paralela 
(figuras 4.24, 4.26 y 4.27), como el preludio de posibles uniones sinápticas. 
Estas zonas de contacto han sido denominados "contacting processes" 
(Jacobson, 1991) y probablemente se correspondan con "contactos 
filipodiales" que surgen de los conos de crecimiento o de las células de 
Müller. Algunos de estos contactos presentan un ligero pero significante 
material electrodenso en la membrana celular del citoplasma y del espacio 
extracelular entre ellos (figura 4.27). Dicho material ha sido denominado 
"densidades de membrana". Estas densidades se asemejan a las sinápsis 
simétricas. Sin embargo, la principal diferencia entre estas densidades y las 
sinápsis maduras se debe a que en S18 no existen vesículas. También 
existen repartidas por la temprana IPL abundantes "mounds de vesículas 
agranulares" (Figure 4.28), estructuras posiblemente relacionadas con los 
conos de crecimiento. 
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Figura 4.24.: Figura que recoge, entre otras, las principales zonas de la retina estudiadas 
en esta tesis. A la izquierda corte semifino vertical de una retina de embrión de tortuga 
del estadio S18. A: Zona de unión entre los fotorreceptores y el epitelio pigmentario. B: 
Zona de la OPL. C: Zona del manto que terminará dando la INL. D: Zona correspondiente 
a la IPL. Límite entre el humor vitreo y la capa de las fibras del nervio óptico. Aquí nos 
ocuparemos fundamentalmente de las zonas A, Β y D. 
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Figura 4.25.: Micrografía electrónica de la zona profunda del manto de la retina de un 
embrión de tortuga en S18. Obsérvese la abundancia de "canales guales" situados 
entre los somas de los neuroblastos. Entre las características más llamativas de los 
neuroblastos debemos señalar el aspecto marcadamente electrodenso de su 
citoplasma y de su núcleo. 
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Figura 4.26.: Micrografía electrónica de la IPL de la retina de un embrión de 
tortuga en S18. Obsérvese la amplitud de los espacios situados entre las 
prolongaciones celulares. Entre las características más llamativas debemos 
señalar la tendencia de las prolongaciones a formar un laberinto reticular al 
establecer en sus extremos contactos paralelos laterales. 
Figura 4.27.: Micrografía electrónica de la IPL de la retina de un embrión de tortuga en 
S18. Obsérvese la amplitud de los espacios situados entre las prolongaciones celulares. 
Entre las características más llamativas debemos señalar la tendencia de las 
prolongaciones a formar un laberinto reticular al establecer en sus extremos contactos 
paralelos laterales. 
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Figura 4.28.: Micrografía electrónica mostrando el aspecto, a grandes aumentos de un mound 
de vesículas agranulares 
La IPL es claramente visible con el microscopio óptico en S20 (figuras 
4.3.B, 4.29 ,4.30 y 4.31). En este estadio, los espacios extracelulares se 
encuentran prácticamente ausentes y las neuritas aparecen muy próximas 
entre sí (figura 4.29 y 4.30). Tanto las sinápsis convencionales y las sinápsis 
en cintilla a nivel de la IPL, aparecen ocasionalmente (figura 4.29 y 4.30) por 
primera vez en esta fase, aunque de una manera muy poco frecuente. Los 
perfiles de mounds de vesículas agranulares son menos abundantes en S18, 
pero siguen siendo observables a lo lago de la IPL. En contraste existen 
múltiples estructuras con un aspecto multilaminar que se corresponden con 
procesos degenerativos (figura 4.35). Estas estructuras ya se podían 
apreciar en S18 pero de manera ocasional. 
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Figura 4.29.: Micrografía electrónica de la IPL de la retina de un embrión de tortuga en 20. 
Obsérvese la práctica desaparición de los espacios situados entre las prolongaciones 
celulares. Compárese con el aspecto de la IPL en S18 (Ver figuras 4.26 y 4.27). Aunque no 
se pueden distinguir sinápsis maduras, algunas de las prolongaciones celulares presentan 
vesículas de aspecto sináptico en su interior. En el centro aparece un perfil de prolongación 
celular caracterizado por poseen un cltosol oscuro y abundantes vesículas, compatible con 
el terminal de una célula bipolar. 
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Figura 4.30.: Micrografía electrónica de la IPL de la retina de un embrión de tortuga 
en S20. Obsérvese la práctica desaparición de los espacios situados entre las 
prolongaciones celulares. A la izquierda de la figura se observa el terminal de una 
célula bipolar con vesículas sinápticas y una cintilla slnáptica. Se trata de una diada. 
Los dos elementos laterales de la diada, establecen sinápsis convencionales con 
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Figura 4.31.: I Micrografía electrónica de la IPL de la retina de un embrión de tortuga 
en S20. Obsérvese la práctica desaparición de los espacios situados entre las 
prolongaciones celulares. Se observa una sinápsis convencional con vesículas 
sinápticas. 
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La OPL también es inmadura en S18, siendo prácticamente invisible a 
microscopía óptica o vista como una fina capa acelular (figura 4.3 A y 4.24). 
Cuando al microscopio óptico atisbamos lo que pudiera ser una futura OPL 
(proto-OPL), ultrasestructuralmente se corresponde con un conjunto de 
neuritas mezcladas a modo de laberinto, con espacios extracelulares (figura 
4.24 y 4.32.), aunque no tan marcados como en la IPL. La maduración de la 
IPL en S18, precede a la de la OPL, en aproximadamente una semana, 
puesto que ésta no inicia su diferenciación hasta el estadio S20, como 
veremos a continuación. 
Figura 4.32.: Micrografía electrónica de la proto-OPL de la retina de un embrión 
de tortuga en S18. Obsérvese el aspecto laberíntico producido entre las 
prolongaciones celulares y el espacio extracelular. En esta incipiente OPL 
todavía no se pueden observar sinápsis maduras. Por arriba y por abajo, la 
proto-OPL está delimitada por las células de la ONL e INL respectivamente. 
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En S20, la OPL comienza a ser claramente visible a través del 
microscopio óptico (figura 4.3.B). En este estadio podemos observar con el 
microscopio electrónico los primeros esbozos de pedículos de los conos. Sin 
embargo, todavía tienen una forma inmadura (proto-pedículos) y carecen de 
sinápsis en cintilla (figura 4.33). Básicamente, la OPL está externamente 
delimitada por una fina capa de proto-pedículos y hacia el lado vitreo por la 
INL. También hemos observado perfiles de neuritas que nos recuerdan al 
adulto y dendritas de células horizontales invaginadas en los proto-pedículos 
(figura 4.34). Además, observamos procesos degenerativos y neuritas con 
densidades de membranas menos simétricas repartidas a lo largo del OPL al 




Figura 4.33.: Micrografía electrónica de la proto-OPL de la retina de un embrión de tortuga en 
S20. Obsérvese el aspecto laberíntico producido entre las prolongaciones celulares y el espacio 
extracelular y compárese con el de la OPL en S18. Aquí los espacios extracelulares se han 
reducido. Aunque todavía no se pueden distinguir sinápsis maduras, ya se pueden apreciar los 
primeros esbozos (*) de los futuros pedículos de los conos (N, núcleos de dos conos). Obsérvese 
el aspecto amorfo que ha adquirido el nucléolo (n) 
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Figura 4.34.: Micrografía electrónica de la proto-OPL de la retina de un embrión de 
tortuga en S20. Obsérvese como aunque todavía no se pueden distinguir sinápsis 
maduras, ya se pueden apreciar los primeros esbozos (línea marcada por las puntas 
de flechas negras) de los futuros pedículos de los conos, los cuales presentan 
invaginaciones de las dendritas de las células horizontales (*), preludio de las futuras 
triadas. 
Figura 4.35.: Mlcrografías electrónicas de algunos de los perfiles 
ultraestructurales observados en nuestro estudio. A: degeneración de procesos 
celulares, B: Mounds; C: sinápsis con vesículas sinapticas; D: clntilla sináptica. 
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4.4.2. Maduración Sináptica (S22, S23 and S26) 
Entre S22 y S26, las retinas de tortuga presentan unas capas 
plexiformes (OPL y IPL) bien definidas (figura 5.3 C y D). Como acabamos 
de comentar, en la IPL de S20, los perfiles sinápticos provistos con vesículas 
sinápticas y las cintillas sinápticas, son muy poco frecuentes y en ocasiones 
difíciles de encontrar. Sin embargo, a partir de S22, la IPL muestra 
abundantes contactos sinápticos en los que se pueden visualizar vesículas 
sinápticas, densidades sinápticas típicas y cintillas sinápticas abundantes 
(figuras 4.36; 4.37; 4.38). A partir de S22, la IPL está formada por un 
neuropilo con abundantes procesos neuronales que no dejan espacios 
extracelulares entre si (figuras 4.36; 4.37, 4.38). En este neuropilo pueden 
observarse diferentes tipos de elementos ultraestructurales tales como 
densidades de membrana, sinápsis en cintilla, procesos degenerativos, 
perfiles de mounds de vesículas agranulares, y sinápsis convencionales. 
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Figura 4.36.: Micrografía electrónica de la IPL de la retina de un embrión de tortuga en 
S22. Obsérvese como ya se pueden distinguir sinápsis convencionales (Punta de 
flecha negra) y en cintilla (Flechas negras). 
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Figura 4.37.: Micrografía electrónica de la IPL de la retina de un embrión de tortuga en 
S23. Obsérvese como ya se pueden distinguir sinápsis convencionales y en cintilla con 
mayor frecuencia. 
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Figura 4.38.: Micrografía electrónica de la IPL de la retina de un embrión 
de tortuga en S23. Obsérvese como ya se pueden distinguir sinápsis 
convencionales y en cintilla con mayor frecuencia. 
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Como hemos dicho, en S20, la OPL se encuentra ya presente pero 
todavía no tiene pedículos maduros en los conos. A partir del S22 los 
pedículos de los conos maduran progresivamente, obteniendo sinápsis en 
cintilla y perfiles con características de triadas (figuras 4.39; 4.40). Debemos 
destacar que también se pueden observar en la OPL perfiles de mounds de 
vesículas agranulares y procesos degenerativos en todas fases embrionarias 
posteriores a S22. 
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F.gura 4.39.: M,crograf,a electrónica de la OPL de la retina de un embrión de tortuga en 
S22 Se observa una hilera de pedículos maduros con cintillas sinápticas ν las 
invaginaciones laterales de las dendritas de las células horizontales que Intawtenen en te 
formación de las triadas. «H IBUBI I en la 
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Figura 4.40.: Micrografía electrónica de la OPL de la retina de un embrión de 
tortuga en S23. Se observa una hilera de pedículos maduros con tintillas sinápticas 
y las invaginaciones laterales de las dendritas de las células horizontales que 
intervienen en la formación de las triadas. 
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4.4.3. Cuantificación del desarrollo de las plexiformes 
La figura 4.41. nos muestra como la densidad de mounds de 
vesículas agranulares varían en la IPL en función del estadio de desarrollo 
de la embriogénesis de la tortuga. Podemos observar como hay dos ondas 
principales de incremento de la densidad. Una onda aparece en S18 y la otra 
ve desde el S23 al S26, que es precisamente el final de la embriogénesis. La 
figura 4.41. también nos pone de manifiesto como la densidad de los 
procesos degenerativos varia en la IPL con la fase del desarrollo. Esta 
densidad es estadísticamente constante desde S18 hasta S23 y 
posteriormente aparece en S26 (χ2 test). Junto a los mounds de vesículas 
agranulares y procesos degenerativos celulares podemos observar que en 
S18 hay tantas densidades de membranas como sinápsis. La ausencia de 
vesículas en las densidades no solo se encuentra presente en S18 sino 
también en otras fases de embriogénesis. La figura 4.42. nos muestra como 
la incidencia de estas densidades varia en función de la fase de desarrollo 
(es decir, con el grado de madurez de la IPL). Después de un lento 
comienzo en S18, la incidencia de densidades aparece en S20 
disminuyendo radicalmente después de este estadio. La sinápsis 
convencional aparece por primera vez en S20. La incidencia de sinápsis 
convencional se incrementa de forma esencial (por un factor de 4.7) desde la 
S20 hasta S22 (figura 4.42). Su incidencia continua aumentando (aunque de 
forma mas lenta) hasta S23, manteniéndose posteriormente estable (la caída 
desde S23 a la S26 no es significativa (χ2 Test). El aumento desde S20 a la 
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S22 compensa la pérdida de densidades de membranas sin vesículas, lo 
que nos sugiere que la sinápsis convencional surge de la agregación de 
vesículas sinápticas de densidades preexistentes. El total de incidencias de 
densidades (las contenidas en sinápsis y aquellas sin vesículas) aumentan 
desde S22 hasta S23 (p<0.0091 ; χ 2 test). Este aumento demuestra que hay 
nuevas densidades que siguen formándose después de las establecidas 
inicialmente en S20. Las sinápsis en cintilla también aparecen en S20. A 
diferencia de las sinápsis convencionales, la densidad de sinápsis en cintilla 
es prácticamente constante desde S20 en adelante (figura 4.42). (El 
incremento desde S20 hasta S22 y el descenso desde S23 hasta S26 no es 
estadísticamente significativo χ 2 test). Por ejemplo, en S20 y S26 los ratios 
entre las incidencias de sinápsis convencionales y en cintilla de la figura 4.42 
son 2.6 y 12.8 respectivamente. 
Tal y como hemos indicado anteriormente, la OPL únicamente 
madura en S20. Las primeras sinápsis en cintilla en la OPL aparecen en 
S20, pero comienzan a ser significativas en número aproximadamente 5 días 
después, en S22 (figura 4.43). Desde S22 hasta S23 los pedículos maduran. 
Además el número de sinápsis en cintilla por pedículo aumenta 
considerablemente (por un factor de 3.6 (figura 4.43). Desde S23 en 
adelante, el número de sinápsis por pedículo es estable (el incremento 
desde S23 hasta S26 no es estadísticamente significativo χ 2 test). 
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Figura 4.41.: Densidad de procesos degenerativos y de mounds de vesículas 
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Figura 4.42.: Densidad de contactos entre neuritas, sinápsis convencionales y 
sinápsis en cintilla durante el desarrollo. 
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Figura 4.43.: Densidad de cintillas por pedículo durante el desarrollo. 
4.4.4. Fotorreceptores y epitelio pigmentario 
Además de los cambios sinápticos, hay otros aspectos del desarrollo 
de los fotorreceptores que son críticos para su actividad eléctrica. Entre ellos 
nos encontramos con la formación de las gotas lipídicas y el desarrollo de 
los segmentos externos. Las gotitas lipídicas son escasas e inmaduras 
(pequeñas y con un material poco electrodenso) en S18 y S20 (Figures 
4.44A y B). En este periodo de tiempo, los fotorreceptores se presentan 
como masas citoplásmicas redondeadas que protruyen hacia el epitelio 
pigmentario (RPE) desde la membrana limitante externa (OLM) y en escasas 
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ocasiones presentan pequeñas gotitas lipídicas en el seno de las citadas 
protusiones. Sin embargo, no será hasta S22 (Fgura 4.44C.) cuando 
comenzarán a manifestarse de una manera clara y manifiesta. Después de 
su aparición, las gotas lipídicas aumentan su tamaño lentamente durante el 
resto del desarrollo embriológico (figura 4.45.)· (El aumento del diámetro 
desde S22 hasta S23 y desde S23 hasta S26 es estadísticamente 
significativo para una ρ < 0.0001, y 77 y 102 grados de libertad 
respectivamente (t-test). El tamaño que adquieren esas gotas lipídicas en 
S26 es igual al que tienen los animales adultos, indicando así, que no se 
producen crecimiento alguno tras el nacimiento El diámetro en S26 es 
estadísticamente significativo más pequeño (p < 0.0001; t-test) que el 
diámetro en animales adultos (~7 pm - Kolb y Jones, 1982), indicando así, 
que se produce crecimiento tras el nacimiento. 
Un aspecto crítico en el programa de desarrollo de los fotorreceptores 
para la actividad eléctrica es la maduración de los segmentos externos. Al 
igual que las gotas lipídicas, los segmentos externos no aparecen hasta S22 
(figura 4.44C). En este estadio, los proto-segmentos-externos surgen como 
una expansión del final externo del cilio en unos pocos fotorreceptores 
(figura 4.44.). Estos proto-segmentos-externos son inmaduros, con discos 
orientados hacia muchos ángulos relativos a los ejes longitudinales del 
fotorreceptor. Finalmente en S23 (figura 4.44D), los segmentos aparecen 
totalmente maduros. 
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Figura 4.44.: Micrografía electrónica del epitelio pigmetario y de los fotorreceptores 
de un embrión de tortuga en S18 (A), S20 (B), S22 (C) y S23 (D). Se observa las 
protrusiones de los fotorreceptores (p) hacia el epitelio pigmentario (A, Β), gotitas 
lipídicas (*) y segmentos externos inmaduros (C y D). Los segmentos externos 
inmaduros se encuentran ampliados en los recuadros. 
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Figura 4.45.: Diámetro de las gotas lipídicas durante el desarrollo 
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5.1 Diferenciación de la retina embrionaria de la tortuga: una visión de 
conjunto 
El análisis de nuestros resultados y la lectura de los principales 
trabajos acerca del desarrollo embrionario de la retina de tortuga, nos ha 
permitido establecer, como puerta de entrada a la discusión, una serie de 
principios básicos en los que sustentar los ulteriores apartados de la misma. 
Los datos y referencias bibliográficas que avalan dichos datos se encuentran 
condensados en el cuadro 5.1. de cuya descripción nos ocuparemos a 
continuación. 
El desarrollo embrionario de la tortuga Trachemys scripta elegans 
tiene una duración de aproximadamente 60 días (a una temperatura de 
29°C), observándose el primer esbozo de la retina en el estadio S14 (» E18) 
de la clasificación de Yntema (1968). Dos días más tarde, en S15 (= E20) 
todavía no pueden distinguirse las capas plexiformes y nucleares (Nguyen et 
al., 2000). La inmensa mayoría de células observadas en este momento se 
corresponden con células amacrinas colinérgicas y gabaérgicas que ya han 
comenzado a expresar la maquinaria de sus neurotransmisores y a emigrar 
a sus diferentes ubicaciones (Nguyen et al., 2000; Nguyen y Grzywacz, 
2000). En S16 comienza a observarse una proto-IPL en las inmediaciones 
de la cabeza del nervio óptico (Nguyen et al., 2000). En S18 la IPL está 
prácticamente formada y algunas células amacrinas, muestran sus dendritas 
en la IPL ocupando sus estratos correspondientes. En S20 (» E30) la retina 
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presenta una clara estructura en capas, al aparecer por primera vez la OPL. 
A partir de este momento la retina presentará su típica estructura en capas. 
Dos fenómenos de naturaleza electrofisiológica presiden los 
principales cambios observados en las células ganglionares de la retina de 
tortuga durante el desarrollo embrionario: la aparición de actividad 
espontánea en forma de propagación de ondas, desde S22 hasta 2-3 
semanas después de la eclosión (Sernargor y Grzywacz, 1995), y la 
respuesta evocada a la luz a partir de S23 (Sernargor y Grzywacz, 1995), 
fenómeno que se mantendrá durante toda la vida de la tortuga. La actividad 
espontánea consiste en descargas rítmicas de excitación de las células 
ganglionares y de algunas interneuronas antes de que la retina responda a 
estímulos luminosos (Masland, 1977; Maffei y Galli-Resta, 1990; Meister et 
al., 1991; Sernagor and Grzywacz, 1995; Catsicas et al, 1998; Wong et al., 
1998; Zhou, 1998; O'Donovan, 1999; Wong, 1999). Como tendremos 
ocasión de explicar más adelante, se ha postulado que la actividad 
espontánea es un mecanismo implicado en fenómenos de diferenciación y 
maduración de la retina, como el refinamiento de las conexiones sinápticas 
(Constantine-Paton et al., 1990; Cline, 1991; Goodman y Shatz, 1993; Katz y 
Shatz, 1996; Sernagor y Grzywacz, 1995; Penn et al., 1998; Wong, 1999; 
Firth, et al., 2005). Según los datos recogidos en la literatura, todo parece 
indicar que tanto la acetilcolina (Ach) como el ácido χ-aminobutíríco (GABA) 
son sustancias neuractivas fundamentales en la génesis y mantenimiento de 
la actividad espontánea (Kosaka et al., 1988; Vaney y Young, 1988; 
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Sernargor y Grzywacz, 1996, 1999; Nguyen y Grzywacz, 2000; Nguyen et 
al., 2000; Sernargor et al., 2003). En efecto, en experimentos "in vitro", 
Sernagor y Grzywacz (1999), utilizando curare y mecamilamina, dos 
antagonistas colinérgicos nicotínicos, así como un grupo de antagonistas de 
los receptores del glutamato, tales como el kinurenato, antagonista de 
amplio espectro, la 6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX) y la 6-ciano-7-
nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), dos antagonistas de los receptores 
glutamatérgicos AMPA/kainato así como el D(-)-2-amino-5 ácido 
fosfonopentanoico (D-AP-5), que es un bloqueante de los receptores NMDA, 
consiguieron disminuir o eliminar la actividad espontánea, lo que les llevó a 
concluir que esta requiere de la transmisión sináptica colinérgica nicotínica y 
glutamatérgica. Por otra parte, la utilización de bicuculina, un antagonista de 
los receptores GABAA, así como inhibiendo la recaptación de GABA con 
ácido nipecotico permitió a los mismos autores (Sernagor y Grzywacz, 
1999), establecer que el GABA actuaba como modulador de la actividad 
espontánea en lugar de inhibidor de la misma (Sernagor y Grzywacz, 1999). 
De los trabajos que acabamos de comentar se infiere la gran 
importancia de la Ach y el GABA en la génesis de la actividad espontánea. 
Sin embargo, resulta paradójico que estas dos sustancias neuroactívas 
aparezcan en la retina mucho antes (S14) que la propia actividad 
espontánea (S22) y la respuesta inducida a la luz (S23). Algo parecido 
ocurre con la glicina (Gly), cuya aparición es detectada por nosotros en S18 
y S20 y cuya implicación en la actividad espontánea ha sido determinada en 
Apoptosis, Diferenciación y Sinaptogénesis efe /a retina de tortuga 
Apoptosis, diferenciación y sinaptogénesis de la retina de Trachemys scripta elegans. Yolanda Segovia Huertas
Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006
Discusión 122 
la retina de conejo (Zhou, 2001). En el caso de la dopamine (DA), detectada 
también en S18 y S20 por nosotros, aunque no parece tener una implicación 
en las respuestas espontáneas de la retina de tortuga, de nuevo aparece 
antes de que estas se inicien. Varias podrían ser las explicaciones de esta 
expresión precoz de algunas sustancias neuroactivas. En el caso de la Ach y 
la DA cabria decir que lo realmente detectado con las técnicas de 
inmunocitoquímica, realizadas por nosotros o en otros trabajos, fue la 
enzima colin-acetil-transferasa (ChAT) encargada de la síntesis de Ach 
(Nguyen et al, 2000) y la Tirosina hidroxilasa (TOH) encargada de la síntesis 
de DA. Cabria pues que la síntesis de las enzimas comentadas precedieran 
en el tiempo, a modo de ensayo, a la formación de Ach y de DA. Respecto al 
GABA y la Gly no cabe esta interpretación por cuanto que han sido estas 
mismas sustancias las detectadas con las técnicas de inmunocitoquímica 
realizadas por nosotros y por otros autores (Versaux-Botteri et al., 1994; 
Nguyen y Grzywacz, 2000) y no enzimas implicadas en su síntesis. Otra 
interpretación a la precoz aparición de estas sustancias neuractivas, es que 
tanto la Ach, la DA, la Gly y el GABA tienen al menos tres papeles en la 
retina: 1) actuar como factor trófico en la diferenciación de los neuroblastos 
(Redburn et al. 1987; Spoerri, 1988; Versaux-Botteri et al., 1994; Kubrusly et 
al., 2003), en los estadios precoces del desarrollo previos a la aparición de 
respuestas espontáneas; 2) actuar como neuromodulador en la génesis y 
mantenimiento de la actividad espontánea (Sernagor y Grzywacz, 1999; 
Zhou, 2001; Sernagor et al., 2003) y finalmente 3) intervenir como 
neurotransmisor en el funcionamiento normal de la retina madura. 
Apopíesis, Diferenciación y Sinaptogénesis efe ia retina efe tortuga 
Apoptosis, diferenciación y sinaptogénesis de la retina de Trachemys scripta elegans. Yolanda Segovia Huertas
Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006
Discusión 123 
En cuanto a la respuesta de las células ganglionares, inducida por la 
luz, durante el desarrollo embrionario de la retina de tortuga, se han 
observado cambios importantes en las propiedades espacio-temporales de 
sus campos receptores (Semagor y Grzywacz, 1995). En efecto, estudiando 
retinas de embriones de tortuga, entre S22 y S26, estos autores vieron, en 
los estadios tempranos, que los campos receptores presentaban un patrón 
caracterizado por una marcada anisotropía. Dicho de otro modo, la mayoría 
de los campos receptores (40%) presentaban múltiples ejes cuando se 
exploraban propiedades como la selectividad a la orientación del estímulo y 
a la dirección del movimiento. Tan solo un 6 % eran isótropos, es decir, 
presentaban una morfología entre elíptica o circular. La isotropía y el 
diámetro de los campos receptores se van incrementando a medida que 
avanza el desarrollo embrionario, al tiempo que se va extinguiendo la 
actividad espontánea hasta desaparecer (2-4 semanas después de la 
eclosión). De estas observaciones, los autores citados infieren que la 
anisotropía observada, en los estadios tempranos, se debe a la orientación 
que tienen las dendritas inmaduras en estos estadios. Será pues el 
crecimiento dendrítico y el progresivo incremento de los contactos sinápticos 
los responsables últimos de la maduración de los campos receptores, como 
ha sido señalado en diferentes ocasiones (Constantine-Paton et al., 1990; 
Cline, 1991; Goodman y Shatz, 1993; Katz y Shatz, 1996; Sernagor y 
Grzywacz, 1995; 1996; Penn et al., 1998; Wong, 1999; Firth et al., 2005). 
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Como acabamos de ver, tanto los fenómenos electrofisiológicos, 
farmacológicos, como los derivados del estudio inmunocitoquímico nos 
hablan de la importancia del establecimiento de las sinápsis en el proceso de 
desarrollo de la retina de tortuga. En ese sentido debemos comentar los 
principales hallazgos obtenidos al buscar con técnicas de 
inmunocitoquimica, marcadores de la actividad sináptica, tales como la 
proteína quinasa II Ca2+/calmodulina-dependiente (CaMKII), neurabin, 
sinaptofisina y la proteína 2 de las vesículas sínápticas (SV2). 
En el caso de la CaMKII, como vimos en los resultados de esta tesis, 
su presencia se detecta en la retina interna en todos los estadios estudiados 
(de S18 a S26). Se observa a nivel de las células ganglionares, amacrinas y 
bipolares profundas, estableciéndose una zona clara prácticamente sin 
mareaje en la mitad externa de la retina. En la zona externa de la INL, 
formando una hilera, se encuentran marcadas algunas posibles células 
horizontales en S18 y algunas posibles bipolares en el resto de los estadios 
estudiados (S20, S23 y S26). Estos datos son coincidentes con otros 
encontrados en la literatura, donde se describe la presencia de CaMKII en 
células ganglionares de la retina de ratón, rata y macaco (Terashima et al., 
1994; Liu et al., 2000; Calkins et al., 2005), en células amacrinas de ratón y 
macaco (Liu et al., 2000; Calkins et al., 2005) y en las capas plexiformes de 
pollo (Cooper et al., 1995). 
La CaMKII es una proteina quinasa que fosforila un amplio espectro 
de sustratos para regular vías de señalización relacionadas con el Ca2+ 
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(Hudmon y Schulman, 2002). Se trata de una proteína muy abundante en el 
sistema nervioso, relacionada con múltiples procesos de activación neuronal, 
incluida la transmisión sináptica. Es una de las proteínas más abundantes de 
la densidad postsináptica (PSD) de la corteza cerebral y del hipocampo 
(Kennedy et al., 1983; Goldenring, et al., 1984; Kelly et al., 1984). Dada su 
localización en la PSD su papel en el SN se puede resumir en los siguientes 
puntos: 1) intervenir en los fenómenos de potenciación (LTP) y depresión 
(LTD) a largo plazo (Kennedy, 1997; Sheng, 2001; Yamauchi, 2002) y 2) 
participar en la maduración sináptica (Miller y Kennedy, 1986; Hanson y 
Schulman 1992; Lisman et al., 2002). Respecto a este segundo punto, hay 
datos de su participación en el reclutamiento de los receptores 
glutamatérgicos (GluRs) del tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-ácido-
isoxazolepropionico (AMPA) en las sinápsis, modular su actividad (Wu et al., 
1996; Rongo y Kaplan, 1999; Hayashi et al., 2000), intervenir en la formación 
y estabilización de sus conexiones (Wu y Cline, 1998; Zou y Cline,1999; 
Kazama et al., 2003) y participar en la morfogénesis en neuroblastomas 
(Donaietal.,2003). 
Todos estos datos podrían explicar porque la CaMKII se expresa en la 
retina de tortuga mucho antes (en S18) de que se inicien las ondas de 
actividad espontánea cuya aparición tiene lugar en S22. En este sentido 
nuestros datos confirman los hallazgos de Morimoto-Tanifuji et al. (2004) que 
sugieren que la CaMKII dispara su actividad durante el desarrollo regulando 
la PSD, lo que resulta necesario para el desarrollo normal de las sinápsis. 
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El neurabin (neural tissue-specific F-actin-bjnding protein) es una 
proteína asociada a los filamentos de actina (actina F) de 180 kD que se 
expresa preferentemente en el tejido nervioso (Nakanishi, et al., 1997) 
predominantemente en las espinas dendríticas, aunque también en 
dendritas, axones, terminales sinápticos y glia. En concreto, resulta muy 
elevada su concentración a nivel de la zona subsináptica, en la PSD (Muly et 
al., 2004). El neurabin, no solo se encuentra en el tejido nervioso adulto sino 
que su presencia es abundante durante la morfogénesis y la formación de 
neuritas hallándose presente en los conos de crecimiento y en los filopodios 
(Nakanishi et al., 1997; Satoh et al., 1998; Zito et al., 2004; Terry-Lorenzo et 
al., 2005). En la retina de tortuga, la inmunoreactividad al neurabin, como 
hemos visto en los resultados, comienza a detectarse, a partir de S20. Sus 
localizaciones más llamativas son la IPL, la OPL, la INL, el EPR y las gotitas 
lipídicas de los fotorreceptores. 
Debido a que las primeras estructuras sinápticas no surgen en la IPL 
hasta S22, como hemos visto en los resultados, la inmunorreactividad 
temprana (S20) al neurabin no nos garantiza la existencia de sinápsis, pero 
si la existencia de actina F y de los filopodios, como acabamos de comentar 
más arriba (Nakanishi et al., 1997; Satoh et al., 1998; Zito et al., 2004; Terry-
Lorenzo et al., 2005). Lo sorprendente es no observar inmunoreactividad en 
S18, si tenemos en cuenta la gran cantidad de mounds de vesículas 
agranulares que hemos observado, en la IPL. Tres pueden ser las 
explicaciones de esta ausencia: a) Que los mounds de vesículas agranulares 
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cuantificados no estén relacionados con los conos de crecimiento y sus 
filopodios, b) que los filopodios y los conos crecimiento todavía no expresen 
cantidades suficientes de actina F y c) Que los filopodios observados 
procedan de las células de Müller. Estas explicaciones serán discutidas más 
adelante. Por lo que respecta a la inmunoreactividad en la OPL, valen los 
mismos argumentos comentados para la IPL. 
En cuanto al patrón de inmunoreactividad observado en la INL la 
explicación más plausible es que se trata, fundamentalmente, de la 
presencia de neurabin en el pericarion de la célula de Müller. Esto no es de 
extrañar pues ya hemos comentado más arriba la existencia de neurabin en 
las células guales (Nakanishi et al., 1997), lo que también explicaría la 
positividad de la IPL, aludida más arriba. Sin embargo para nosotros, este 
dato tiene gran interés ya que esta zona de la célula de Müller posee 
propiedades tintoriales características, como hemos visto en los resultados y 
observado en otras especies (ver figura 2 en De Juan et al, 1996), así como 
ser el asiento de unas estructuras celulares observadas por nosotros a las 
que denominamos acrilosomas (Segovia, et al., 2001), debido a que solo se 
observaban en un medio de inclusión acrílico. Por otra parte, en 
descripciones ultraestructurales de retina (Di Loreto et al. 2006), la zona 
correspondiente al pericarion muestra abundante retículo endoplásmico liso 
de aspecto vesicular, lo que habla a favor de una importante actividad 
sintética. En este sentido recientes estudios sobre la distribución de canales 
de K+ ponen de manifiesto su presencia a nivel del cuerpo de la célula de 
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Müller (Skatchkov et al., 2006). Todos estos datos juntos hablan de que el 
pericarion de la célula de Müller es una zona de gran actividad metabólica 
durante el desarrollo y también en el estadio adulto. 
La sinaptofisina es una glicoproteína integral de la membrana de 38 
kD, situada en las vesículas presinápticas, donde parece intervenir en la 
regulación de la exocitosis de dichas vesículas (Jahn et al., 1985; 
Wiedenmann y Franke, 1985; Navone et al., 1986; DeCamilli y Jahn, 1990; 
Jahn y Sudhof, 1994). Desde 1985 se viene utilizando el anticuerpo 
monoclonal SY38, para la identificación y localización de la sinaptofisina en 
el tejido nervioso (Wiedenmann y Franke, 1985). Las primeras 
manifestaciones de inmunotinción con sinaptofisina, en la retina de tortuga 
embrionaria, tienen lugar a nivel de las capas plexiformes (figura 4.21), en 
S20, de una manera tenue y difusa. Sin embargo, no será hasta el estadio 
S22 y en adelante, que la inmunofluorescencia se hace claramente patente 
bajo la forma de un punteado fluorescente (figura 4.21). A nivel de la IPL, 
este punteado es difuso y se corresponde con las sinápsis que se 
establecen entre células bipolares, amacrinas y ganglionares, observándose 
espacios vacíos, más o menos circulares, que se corresponderían con 
elementos no sinápticos de las células ganglionares y de las células Müller 
(Zhang et al., 2002). Tanto a nivel de la OPL como de la IPL la cantidad e 
intensidad del mareaje se incrementa progresivamente al avanzar en los 
estadios. En estudios realizados en otras localizaciones del SNC, se ha 
observado que la imnureactividad a la sinaptofisina se incrementa 
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paralelamente con la formación de sinápsis morfológicas, sugiriendo que 
este marcado es un método fiable para el estudio de la sinaptogénesis, tema 
del que nos ocuparemos en el próximo apartado (Knaus et al, 1986; Devoto 
y Barnstable, 1989; Leclerc et al., 1989; Voigt et al., 1993; Nag y Wadhwa, 
2001). 
La proteína 2 de las vesículas sinápticas (SV2), es una proteína 
ubicua presente en las membranas del sistema vesicular de transporte, 
concretamente en las vesículas sinápticas y en las membranas de los 
granulos de secreción neuroendocrina de los vertebrados, aunque también 
ha sido observada en las células de la serie espermática (Redecker et al., 
2003). Se trata de una proteína con 12 dominios transmembranosos que 
presenta gran homología con las proteínas transportadoras de hidratos de 
carbono de las células pro y eucariotas. En los vertebrados, tres genes 
codifican a estas proteínas que reciben el nombre de SV2-A, SV2-B y SV2-C 
(Jahnzy Südhof 1999). En el SN la expresión de las tres isoformas es 
diferente. Mientras que SV2-A parece la más ubicua, SV2-B manifiesta una 
localización más restringida (Bajjalieh et al., 1994) y SV2-C queda restringida 
a un pequeño grupo de neuronas en la zona basal del cerebro anterior y en 
las regiones caudales del encéfalo (Jahn y Südhof 1999). Aunque en un 
principio se pensó que SV2 era una proteína transportadora de 
neurotransmisores, su presencia en terminales sinápticos de diferentes 
neurotransmisores descartó aquella hipótesis (Bajjalieh et al., 1994). Su 
presencia fue detectada por vez primera en las vesículas sinápticas en una 
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prueba con anticuerpos monoclonales contra proteínas de las vesículas 
sinápticas (Buckley y Kelly, 1985). 
Como hemos visto en nuestros resultados, la presencia de la proteína 
SV2 se observa a partir de S18, en la retina de tortuga, es decir antes de 
que se observen ultraestructuralmente sinápsis en la IPL y la OPL y antes de 
que esa retina tenga actividad espontánea y por supuesto antes de que sea 
capaz de responder a la luz. Este hecho ya había sido descrito por Wang et 
al. (2003) en la retina de ratón. En efecto, como demostraron estos autores 
todas las isoformas de SV2 se expresan, durante el desarrollo, antes de que 
se inicie la sinaptogénesis de cualquier tipo celular de la retina. De nuevo 
observamos otro fenómeno en el que una sustancia implicada en la sinápsis 
aparece antes de que se produzca la sinaptogénesis. Más arriba hemos 
discutido las principales explicaciones de la expresión precoz de algunas 
sustancias neuroactivas como la Ach, DA, GABA y Gly, por lo que no vamos 
a repetir los argumentos empleados. Solamente mencionar que en el caso 
de SV2 su detección precoz, ha sido observada en otras localízaciones del 
SNC (Marazzi y Buckley, 1993; Lou y Bixby, 1993, 1995; Daly y Zíff, 1997) 
además de la retina. Todos estos datos parecen indicar la existencia de un 
mecanismo generalizado mediante el cual, las neuronas son capaces de 
ensamblar muy rápidamente sus sinápsis a partir de elementos pre-
existentes o prepackaged components (Ahmari et al., 2000; Friedman et al., 
2000). El significado funcional de este proceso no está claro. Para Wang et 
al. (2003) la expresión precoz de SV2 podría reflejar un papel en el tráfico de 
vesículas secretoras implicadas en el crecimiento de las neuritas o quizá 
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para modular la maduración sináptica, estableciendo circuitos sinápticos o 
liberando transmisores en los terminales sinápticos a través de una vía que 
regularía el Ca++ presináptico o las interacciones proteína-proteína. 
Otro hecho llamativo de nuestros resultados, concordantes con los de 
Wang et al. (2003) es la marcada diferencia en la fluorescencia dada por las 
isoformas A y Β de SV2 en la OPL. En efecto, aunque ambas proteínas se 
expresan en la OPL, sin embargo, mientras que en SV2-A, la intensidad de 
inmunomarcado es muy débil, en el caso de SV2-B se incrementa 
progresivamente desde S21 a S24. Este hecho podría deberse a que ambas 
proteínas se distribuyen en sinápsis diferentes. Así mientras que SV2-A se 
encontraría preferentemente en sinápsis convencionales (Von Kriegstein et 
al., 1999), lo que explicaría la ausencia de tinción de los pedículos y la débil 
tinción de la OPL, SV2-B parece estar más específicamente localizada en 
los pedículos y esférulas o lo que es lo mismo en sinápsis glutamatérgicas 
en cintilla (Von Kriegstein et al., 1999; Wang et al., 2003). 
Finalmente la IPL presenta una intensa fluorescencia para ambas 
isoformas, aunque es más marcada para SV2-A. Esta diferencia también se 
observa en el trabajo de Wang et al. (2003). Al igual que hemos comentado 
al hablar de la OPL, también en la IPL SV2-B solo marca la presencia de 
sinápsis glutamatérgicas en cintilla, mientras que la SV2-A marca 
fundamentalmente sinápsis convencionales (Von Kriegstein et al., 1999; 
Wang et al., 2003), las cuales son mucho más numerosas que las sinápsis 
en cintilla en muchas especies (Dubin, 1970) y también en Trachemys 
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scripta elegans (Guiloff et al., 1988), que es la tortuga de nuestro estudio, lo 
que explica la mayor inmunotición de SV2-A respecto de SV2-B. 
Por todo lo expuesto resultan especialmente relevantes las posibles 
relaciones existentes entre la diferenciación celular, la sinaptogénesis y la 
muerte celular durante el desarrollo embriológico de Trachemys scripta 
elegans. En los siguientes apartados de la discusión abordaremos este 
problema. 
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5.2. Sinaptogénesis durante el desarrollo embriológico de la retina de 
tortuga 
Como indicamos en los resultados, comenzamos nuestra 
investigación, sobre la sinaptogénesis de la retina de tortuga, en S18, 
momento en el que aparece la IPL por primera vez en la retina. No obstante, 
también analizamos algunas retinas de S17, momento en el que todavía no 
existía la IPL. En este apartado trataremos de relacionar los principales 
cambios ultraestructurales durante la sinaptogénesis, experimentados por la 
retina de tortuga desde S18 hasta el momento de la eclosión (S26), con las 
modificaciones analizadas en los apartados anteriores. 
5.2.1. Desarrollo temprano de las capas plexiformes 
Nuestros resultados muestran como en S18 el neuropilo de la IPL 
esta básicamente formado por un laberinto de amplios espacios 
extracelulares, repletos de liquido intersticial y flanqueados por 
prolongaciones procedentes de las células inmaduras que se encuentran a 
ambos lados de la IPL. Los extremos de estas prolongaciones siguen un 
trayecto paralelo y establecen estrechos contactos, indicando lo que en 
muchos casos probablemente serán futuras sinápsis. Son precisamente 
estos contactos, en ocasiones acompañados de material electrodenso y 
carentes de vesículas sinápticas, los que Jacobson (1991) denominó 
contacting proceses y que pueden corresponder con contactos entre 
filopodios que surgen tanto de las células guales (Kachar et al., 1986; 
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Cornell-Bell et al., 1990; Asou et al., 1994) como de los conos de crecimiento 
de los neuroblastos. Este aspecto del neuropilo, con amplios espacios 
lacunares observados con el TEM también se observan en S17 y es habitual 
en los estadios precoces del tejido nervioso embrionario de la retina y del 
nervio óptico (Kuwabara y Weidman, 1974; Greiner y Weidman, 1980,1981; 
Horsburgh y Sefton, 1986; Fitzgibbon y Reese, 1992) y por lo tanto, no 
deben confundirse con artefactos de la fijación. La existencia de estos 
espacios en S17 y S18, habilitarían una zona a ocupar por las neuritas, 
responsables de los contactos sinápticos en los siguientes estadios del 
desarrollo de la IPL. En efecto, Horsburgh y Sefton (1986), en imágenes de 
TEM de retina de rata, observaron grandes espacios extracelulares, que 
denominaron glial channels, e interpretaron como preludio de la formación, 
crecimiento y ocupación de futuros axones. Algo parecido ya había sido 
observado por otros autores en la retina de ratón (Silver y Robb, 1979; Silver 
y Sidman, 1980; Silver y Sapiro, 1981) y de pollo (Krayanek y Goldberg, 
1981). 
Un importante tema a discutir es el significado de las estructuras 
denominadas mounds de vesículas agranulares y su relación con los conos 
de crecimiento. Con el nombre de mounds se conoce un tipo de 
protuberancias presentes en la superficie tanto de los conos de crecimiento 
como de las neuritas (Bunge 1973, 1977; Pfenninger y Bunge, 1973, 1974; 
Pfenninger y Rees, 1976; Wessells et al., 1976) en cuyo interior se observan 
abundantes vesículas agranulares. Aunque algunos autores han descrito su 
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relación con los conos de crecimiento (Bunge 1973, 1977; Pfenninger y 
Bunge, 1973, 1974; Pfenninger y Rees, 1976; Wessells et al., 1976), no 
parece adecuado relacionar directamente la presencia de mounds con la 
existencia subyadcente de conos de crecimiento (Hasty y Hay, 1977, 1978; 
Nuttall y Wessells, 1979). En cuanto al significado de estas estructuras, 
resulta difícil dar una respuesta convincente. En efecto, algunos autores 
(Hasty y Hay, 1977, 1978) consideran que los mounds son artefactos 
debidos al tratamiento de los tejidos con glutaraldehído pero que no se 
forman cuando la fijación se realiza con glutaraldehído seguida de 
postfijación con tetróxido de osmio (Os04). Sin embargo para otros autores 
(Nuttall y Wessells, 1979) los mounds son considerados como artefactos 
debidos a la fijación con glutaraldehído que el Os04 es incapaz de eliminar. 
En nuestro caso, las retinas fueron fijadas con glutaraldehído y postfijadas 
con Os04, por lo que los mounds observados no deberían verse, según la 
opinión de Hasty y Hay (1977, 1978) ya que según ellos el tratamiento con 
Os04 hace desaparecer los mounds, o bien son claramente artefactos pues 
siguen observándose a pesar del tratamiento con Os04, lo que coincidiría 
con los datos de Nuttall y Wessells, 1979. Esta discrepancia seria cosa 
menor si no fuera porque en nuestros resultados la densidad de mounds 
presenta un patrón característico. En efecto, en S18 su densidad es muy 
elevada, aproximadamente 6 veces mayor, que en S20 y S22, volviendo a 
hacerse de nuevo aproximadamente entre 5 y 6 veces mayor en S23 y S26 
(PO), respectivamente (ver figura 4.41 en los resultados). Estas diferencias 
en la densidad de mounds pueden ser debidas a varias causas. Entre ellas 
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podemos citar desde cambios en la actividad funcional del tejido 
embrionario, como de su osmolarldad, lo que comportaría maneras 
diferentes de comportarse frente a un mismo fijador. En efecto tanto S18 
como S23 y S26, son momentos muy críticos en el desarrollo embrionario de 
la retina de tortuga. En S18 se aunan una intensa apoptosis con la presencia 
de abundantes espacios denominados canales guales (Horsburgh y Sefton, 
1986). S23, por su parte, es el momento en el que a las ondas de actividad 
espontánea, de las células ganglionares, se le añade la respuesta a la 
estimulación luminosa. Esta actividad electrofisiológica conlleva importantes 
cambios iónicos de la retina como es la salida de grandes cantidades de K+ 
hacia el espacio extracelular (Burgi y Grzywacz, 1994 a,b; Sernagor y 
Grzywacz, 1999). Finalmente S26 (PO) coincide con la eclosión del huevo y 
el consiguiente cambio de ambiente de las tortugas, lo que podría reflejarse 
en el funcionamiento de las células retinianas aunque no podamos definir 
tales cambios. Otra posible alternativa para los mounds es considerarlos 
como clusters de estructuras membranosas, vesículo tubulares, procedentes 
del aparato de Golgi, encargadas del crecimiento de los axones y dendritas 
inmaduras previas a la sinaptogénesis. Este tipo de vesículas se ubicarían 
en el borde del extremo de las neuritas constituyendo un nuevo 
compartimento neuronal (Coco et al, 1999; Martínez-Arca, et al., 2001; 
Matteoli et al, 2004). 
La presencia en S18 de canales guales en cuyo seno aparecen 
mounds y prolongaciones con signos de degeneración, podrían ser 
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interpretados como los primeros signos de la sinaptogénesis en la IPL, junto 
con la marcada actividad de la CaMKII observada en la mitad interna de la 
retina, a partir de este estadio. Dicha actividad, como hemos comentado más 
arriba se podría corresponder con diferentes fenómenos relacionados con la 
morfogénesis y el desarrollo embrionario de la retina, tales como: 
participación en la maduración sináptica (Miller y Kennedy, 1986; Hanson y 
Schulman 1992; Lisman et al., 2002), intervención en la formación y 
estabilización de las conexiones sinápticas (Wu y Cline, 1998; Zou y 
Cline,1999; Kazama et al., 2003) e intervenir en el desarrollo normal de la 
sinápsis al regular la formación de la PSD (Morimoto-Tanifuji et al., 
2004).Todo ello podría explicar la expresión de CaMKII, en S18 a pesar de 
que en este estadio todavía no se observan sinápsis. Sin embargo, en S18 
debido a que todavía no se encuentra formada la OPL, tampoco aparecen 
signos de inmunoreactividad a la CaMKII. 
Será a partir de S20 (= E30) cuando empiezan a observarse los 
primeros signos de la OPL caracterizada por un neuropilo con características 
análogas a las de la IPL descritas en S18, aunque con espacios 
extracelulares más estrechos. En cuanto a la IPL, en este estadio, empiezan 
a observarse las primeras sinápsis completas, al tiempo que aparece el 
primer inmunomarcaje de esta capa para el neurabin aunque no para la 
sinaptofisina. 
Como hemos visto, en tortuga, la IPL aparece antes que la OPL, y la 
sinaptogénesis comienza primero en la IPL y después en la OPL. Estos 
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resultados han sido también obtenidos en otros vertebrados como paloma 
(Bagnoli et al., 1985), pollo (Morris et al., 1976), musaraña (Foelix et al., 
1987), y en retina periférica de mono (Hendrickson, 1996). Sin embargo, 
sorprendentemente, esta regla parece que no es aplicable a otras especies. 
5.2.2. Maduración Sináptica (S22-S26) 
Una vez constituidas las capas plexiformes y formadas las primeras 
sinápsis convencionales y en cintilla, en S20, se inicia un proceso 
progresivo, caracterizado por el aumento de su número y grado de 
maduración a partir de S22. En efecto, el número de sinápsis 
convencionales en la IPL se hace claramente manifiesto en S22 (~E35), al 
tiempo que empiezan los primeros signos de inmunoreactividad para la 
sinaptofisina en la IPL. También en este estadio comienzan a observarse 
netamente las sinápsis en cintilla de la IPL ubicadas en los terminales 
sinápticos de las células bipolares aunque su número permanece 
prácticamente constante hasta el momento de la eclosión. Al mismo tiempo 
aparecen las sinápsis en cintilla ubicadas en los terminales sinápticos de 
conos, aunque su número sufre un marcado incremento entre S22 y S23, es 
decir, cuando se inicia la actividad espontánea y la respuesta a la luz 
(Sernagor y Grzywacz, 1995). 
Cuando realizamos un análisis comparado entre diferentes especies 
de vertebrados, observamos como las sinápsis en cintilla de los 
fotorreceptores aparecen antes que las sinápsis en cintilla de las células 
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bipolares en zebrafish (Schimitt y Dowling, 1999) y en gato (Maslim y Stone, 
1986), y antes que las sinápsis convencionales de las células amacrinas en 
la parte de la fóvea en monos (Hendrickson, 1996). En la IPL de tortugas, las 
sinápsis en cintilla de las células bipolares aparecen al mismo tiempo que las 
sinápsis convencionales de las células amacrinas, pero la densidad de las 
sinápsis de las células bipolares madura antes que la de las células 
amacrinas. Esto es diferente a lo que ocurre en zebrafish (Schimitt y 
Dowling, 1999), canguros (Spira y Marotte, 1989), ratón (Fisher, 1979), gatos 
(Maslim y Stone, 1986; Crooks y Morrison, 1989), y la retina periférica de 
mono (Hendrickson, 1996). Sin embargo, esto coincide con lo que ocurre en 
conejo (McArdle et al., 1977) y en el área de la fóvea de monos 
(Hendrickson, 1996). 
5.2.3. Maduración de los fotorreceptores y del epitelio pigmentario 
En íntima relación con la sinaptogénesis se encuentra la maduración 
de los fotorreceptores y del epitelio pigmentario, de ahí que le dediquemos 
este apartado a los principales cambios observados en ambas estructuras. 
De todos es conocido que el segmento externo de los fotorreceptores y el 
ERP forman un complejo funcional íntimamente relacionado. 
La maduración completa de los fotorreceptores se produce tras la 
maduración de sus segmentos externos, cosa que ocurre, como 
comentamos en los resultados, después de S22. Desde S23 (~E40) hasta el 
nacimiento, los principales cambios que se producen en los fotorreceptores 
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son el aumento de su tamaño, la creciente organización del segmento 
externo y la maduración y crecimiento de sus gotas lipidicas, así como la 
regulación de ciertos enzimas para la liberación de los diferentes clases de 
neurotransmisores necesarios durante el desarrollo que hemos mencionado 
con anterioridad. 
La maduración de los fotorreceptores a través de las especies es 
mucho más coherente que la observada anteriormente para la aparición 
sináptica. Mientras nuestra metodología no nos permite realizar una 
descripción detallada de la maduración como en otros estudios, si 
disponemos de observaciones claras. En tortuga, los segmentos externos 
inmaduros son cortos y están desorganizados. Esto también se ha visto en 
Xenopus (Kinney y Fisher, 1978), pollo (Meller, 1984), ratón (Olney, 1968), 
gato (Morrison, 1983), y perro (Miler et al, 1989). Entonces, el segmento 
externo crece lentamente, y se empieza a organizar. Este crecimiento del 
fotorreceptor dispara la emergencia de respuesta a la luz en muchas 
especies, incluida la tortuga (Sernagor y Grzywacz, 1995) y humanos 
(Breton et al, 1995; Nusinowitz et al, 1998). 
En cuanto al desarrollo del epitelio pigmentario solamente reseñar la 
presencia de organelas conocidas como cuerpos mieloides (Myeloid bodies) 
por Kühne (1879) observadas en varias especies, especialmente de 
vertebrados inferiores. Estas estructuras manifiestan cambios circadianos, 
aumentando su tamaño y número durante la noche y lo contrario durante el 
día (Mathes y Basinger, 1980; Braekevelt, 1982; Yorke y Dickson, 1984; 
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Dickson y Morrison, 1993). Aunque su función no está clara, parece que 
podrían ser responsables del almacenamiento de lípidos anterior a su 
esterificación (Yorke y Dickson, 1984, 1985) o también intervenir en el 
desencadenamiento de los movimientos fotomecánicos de los peces 
teleósteos e interpretado como una diferenciación del retículo endoplásmico 
(Porter y Yamada, 1960a, 1960b). 
5.2.4. Bases histológicas de la aparición de actividad eléctrica 
A partir de los análisis presentados en los anteriores apartados, 
podemos hacernos una serie de preguntas a la que trataremos de dar 
respuesta a la luz de nuestros resultados y de las aportaciones de la 
bibliografía. 
¿Cuáles son los mecanismos que dirigen la aparición de ondas espontáneas 
en S22? Como ya vimos más arriba, existen una serie de estudios 
farmacológicos que determinan que los mecanismos sinápticos son cruciales 
para la propagación de ondas (Burgi y Grzywacz, 1994 a,b; Sernagor y 
Grzywacz, 1995; 1999). En particular, las sinápsis colinérgicas de las células 
amacrinas y glutamatérgicas de las células bipolares podrían ayudar al 
control de dichas ondas (Feller et al, 1996; Sernagor y Grzywacz, 1999; 
Zhou y Zhao, 2000; Sernagor et al., 2001 ; Sernagor et al., 2003). Además de 
los mecanismos sinápticos, hay evidencias de que las gap junctions 
(Catsicas et al., 1998; Wong et al, 1998; Singer et al, 2001) y la variación de 
la concentración del potasio extracelular (Burgi y Grzywacz, 1994 a,b; 
Sernagor y Grzywacz, 1999; Merwine y Grzywacz, 2000) también 
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contribuyen a la propagación de las ondas. Los datos aquí expuestos 
demuestran que en la tortuga, las ondas espontáneas no aparecen mientras 
no hay sinápsis o estas son inmaduras o en un número escaso, hecho 
diferente a lo que pasa en retina de pollo, por ejemplo, en la que las ondas 
aparecen por primera vez antes de que aparezcan las sinápsis 
convencionales (Catsicas et al 1998). Además, en la retina de tortuga solo 
cuando la densidad de las sinápsis convencionales aumenta en S22, 
aparecen las primeras ondas. Por lo tanto, la aparición de sinápsis de las 
células amacrinas podría ser la causa de la aparición de las ondas. Por otro 
lado, las sinápsis en cintilla glutamatérgicas de las células bipolares, aunque 
también son necesarias para la propagación normal de las ondas, no parece 
provocar la emergencia de actividad en la tortuga (Sernagor y Grzywacz, 
1999; Zhou y Zhao, 2000; Sernagor et al., 2001). Esta podría se la causa de 
que la densidad de estas sinápsis sea constante desde S20 en la IPL. 
Tampoco podemos descartar que las sinápsis en cintilla de los 
fotorreceptores contribuyan a la emergencia de las ondas ya que estas 
aparecen, de forma manifiesta, en S22. Estas sinápsis podrían contribuir de 
una manera indirecta a través de las células bipolares o directamente a 
través de las proyecciones a la IPL. (Johnson et al 1999). 
¿Cuáles son los mecanismos que dirigen la aparición de respuestas 
evocadas a la luz en S23? En lo que se refiere a las respuestas evocadas a 
la luz, hay que considerar cuidadosamente la maduración tanto de las 
sinápsis como de los fotorreceptores. Esto es debido a que las respuestas 
de las células ganglionares requieren un mínimo de fototransducción y 
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transmisión sináptica desde los fotorreceptores a las células bipolares y 
desde estas a las ganglionares (Dowling, 1987). Por lo tanto, para que 
aparezcan estas respuestas, los fotorreceptores y las sinápsis deben estar 
maduras. Curiosamente, ambas cosas ocurren en el mismo estadio del 
desarrollo. La maduración franca de los segmentos externos sólo aparece en 
S23, en el mismo estadio que surgen las respuestas a la luz. Además, la 
densidad de las sinápsis en cintilla de los fotorreceptores experimenta un 
aumento entre S22 y S23, momento en el que las gotas lipídicas aumentan 
de forma importante de tamaño en los fotorreceptores. Por todo lo dicho, se 
puede concluir que, lo que provoca la aparición de respuestas de las células 
ganglionares en tortugas es la maduración de los fotorreceptores. 
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5.3. Apoptosis durante el desarrollo embriológico de la retina de 
tortuga y su importancia en la sinaptogénesis. 
5.3.1. Características morfológicas y distribución de la apoptosis 
La apoptosis se encuentra ampliamente documentada en el desarrollo 
del sistema nervioso en general (Raff et al., 1993; De la Rosa y De Pablo, 
2000; Buss et al, 2006) y en el sistema visual en particular (Cellerino et al., 
2000; Nucci et al., 2003). Como tuvimos ocasión de describir en los 
resultados de esta tesis, los primeros signos de apoptosis en la retina de 
Trachemis scripta elegans, comienzan en S16, a nivel de la INL, alcanzan su 
máxima densidad, tanto en la INL como en la GCL, en S20 y se extinguen en 
S26, siguiendo un patrón muy similar al descrito por Morcillo et al. (2004) en 
la retina de Mauremis leprosa. Las características morfológicas, a nivel de 
microscopía óptica son similares a las observadas en la retina de otra 
especie de tortuga, como Mauremis leprosa (Morcillo, et al., 2004), así como 
de otros vertebrados, como peces (Jacobson et al. 1997; Hoke y Fernald, 
1998; Hensey y Gautier, 1999; Biehlmaier et al., 2001; Cole y Ross, 2001), 
anfibios (Glucksman, 1940; Jenkins y Straznicky, 1986; Gaze y Grant, 1992), 
aves (Ragery Rager, 1978; Hughes y McLoon, 1979; Rager, 1980; Cuadros 
y Ríos, 1988; Martín-Partido et al., 1988; Frade et al., 1996,1997; Cook et al., 
1998; Marín-Teva et al., 1999; Díaz et al., 1999, 2000; Mayordomo et al., 
2003), mamíferos inferiores, como la rata (Vogel y Môller, 1980; Cunningham 
et al., 1982; Sengelaub y Finley, 1982; Young, 1984; Galli-Resta y Ensini, 
1996; Cusato et al., 2001, 2002) y humanos (Provis et al., 1985; Georges et 
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al., 1999). Estas características pueden resumirse en la presencia de 
pequeñas o grandes masas de cromatina condensada en el núcleo, núcleos 
con aspecto picnótico, debido a la distribución homogénea de la 
heterocromatina por todo el carioplasma o en la periferia, por debajo de la 
envoltura nuclear, así como en forma de cuerpos apoptóticos. En general, la 
inmensa mayoría de las células apoptóticas han sido observadas en la GCL 
y en la INL siendo francamente difícil de ver en la ONL (Cook et al., 1998; 
Marín-Teva et al, 1999; Morcillo et al., 2004). 
Respecto a la cronología en la aparición y evolución de la apoptosis, 
observada con el método TÚNEL, nuestros resultados son superponibles a 
los de Morcillo et al. (2004). En efecto tanto en nuestro material como en el 
de estos autores, la apoptosis se inicia alrededor de S16, presentando su 
máxima expresión alrededor de S20, para extinguirse en S26. Este patrón es 
prácticamente similar en la INL y en la GCL, con tan solo diferencias en la 
intensidad del proceso. Otra similitud entre la apoptosis de Mauremys 
leprosa (Morcillo, et al., 2004) y Trachemys scripta elegans, es la evolución 
de la apoptosis desde el centro de la retina hacia la periferia, fenómeno que 
también se observa en las retinas de los vertebrados arriba mencionados. 
En cuanto a características diferenciales entre nuestros resultados y los de 
Morcillo et al. (2004), tres de ellas son muy llamativas. En primer lugar la 
densidad de núcleos apoptóticos de la INL, en el estadio de máxima 
densidad (S20), es cuatro veces mayor en Trachemys scripta elegans que 
en Mauremis leprosa. (Morcillo et al., 2004). De igual forma, la densidad en 
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la GCL es 12 veces mayor en nuestro material que en el de Morcillo et al. 
(2004) y finalmente mientras que en la INL de Trachemys scripta elegans 
hay una densidad de núcleos apoptóticos 1,5 veces mayor que en la GCL, 
en Mauremis leprosa la densidad es 4 veces mayor en la INL que en la GCL. 
La mayor densidad de núcleos apoptóticos en Trachemys scripta elegans, 
puede ser debido a varias razones. La primera a considerar seria que 
realmente exista una diferencia, entre ambas especies, en cuanto al número 
de sus células normales y/o apoptóticas. Aunque esto es poco probable 
dada la cercanía taxonómica de ambas especies ya que las dos pertenecen 
a la familia de los emídidos (www.mediterranea.org/cae). Otra posibilidad 
seria un marcado diferente con la técnica de TÚNEL, debido al distinto 
procesamiento de las retinas. En efecto, la técnica de TÚNEL, en nuestro 
material, fue realizada sobre retinas enteras extendidas {wholemounts) 
mientras que en el trabajo de Morcillo et al. (2004) la técnica se aplicó sobre 
cortes de retinas incluidas en parafina. Esto sin contar con las posibles 
diferencias en los tiempos de incubación. La mayor densidad de núcleos 
TUNEL+ en la INL, respecto de la GCL, se explica fácilmente por la mayor 
densidad de células en esta capa respecto de las otras capas celulares 
(Morcillo, et al., 2004). Dos son las hipótesis manejadas para la 
interpretación de esta marcada apoptosis. La primera, explicaría la apoptosis 
de la INL como un fenómeno dependiente de las dianas. Esta hipótesis está 
avalada por el hecho de que la ablación del tectum óptico provoca un 
incremento de la apoptosis tanto en la GCL como en la INL, es decir, al 
disminuir los contactos de las neuronas con sus respectivas dianas (Cook et 
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al., 1998). Sin embargo existe otra hipótesis alternativa por la que la 
apoptosis seria un fenómeno independiente de las dianas. En efecto, en 
varios estudios realizados en pollo (Hering y Kroger, 1996), codorniz (Marin-
Teva et al., 1999), ratón (Young, 1984) y rata (Horsburgh y Sefton, 1987) se 
observa que la apoptosis de la INL precede a la aparición de sinápsis en la 
IPL, datos que coinciden plenamente con los nuestros. 
Un resultado importante de nuestro trabajo fue comprobar que existe 
una marcada tendencia, de las células TUNEL+, a distribuirse de una 
manera regular o agrupada (ver tabla 4.1). Sin embargo no podemos 
concluir taxativamente que no tengan una distribución aleatoria. En general 
encontramos campos en los que se observa una clara distribución en grupos 
{clusters) o de forma regular, frente a otros en los que la distribución es 
claramente aleatoria. Existen datos en la literatura que señalan que una 
distribución no aleatoria de las neuronas retinianas seria necesaria para la 
formación de patrones de conectividad durante el desarrollo (Cameron y 
Carney, 2000, 2004; Raven et al., 2003). Esto es importante ya que la 
formación de patrones celulares de distribución en la retina es un fenómeno 
extremadamente complejo. Un primer requirimiento para el normal 
funcionamiento de la retina, es que los millones de células que la componen, 
pertenecientes a más o menos una decena de tipos neuronales 
(fotorreceptores, bipolares, ganglionares, horizontales, amacrinas e 
interplexiformes) además de la glía, deben estar adecuadamente dispuestas 
en un espacio tridimensional. 
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Con microscopía electrónica, las células apoptóticas son muy difíciles 
de observar en la mayoría de los estadios y algo más fácil en S20. A nivel 
ultraestructural, los núcleos de las células apoptóticas manifiestan 
importantes cambios de su estructura, siendo estos resultados una de las 
aportaciones fundamentales de esta tesis, dada la ausencia de referencias 
bibliográficas en este sentido. Los cambios observados por nosotros, son 
superponibles a los observados, por otros autores en la cromatina de otras 
células (Robertson et al., 2000; Martelli et al., 2001; Rogalinska, 2002). 
También hemos observado cambios en las ribonucleoproteínas (RNP) del 
nucléolo, fenómeno descrito en otras localizaciones por Biggiogera et al. 
(2004). 
5.3.2. ¿Existen ciclos de apoptosis durante el desarrollo embriológico 
de la retina? 
Algunos autores describen tres grandes olas de apoptosis a lo largo 
del desarrollo de la retina de los vertebrados (Morcillo et al., 2004). La 
primera oleada tiene lugar cuando se produce la invaginación de la vesícula 
óptica (Glücksmann, 1951; Silver y Hughees, 1973; Martín-Partido et al., 
1988). La segunda, coincide con la diferenciación de las primeras neuronas 
de la retina (Cuadros y Ríos, 1988: Martín-Partido et al., 1988; Díaz et al., 
1999, 2000; Mayordomo et al., 2003). En animales homeotermos esta 
oleada coincide con el nacimiento de las células ganglionares y el 
crecimiento de sus axones hacia el nervio óptico (Cuadros y Ríos, 1988; 
Martín-Partido et al., 1988; Frade y Barde, 1999; Mayordomo et al., 2003). 
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La tercera se da, en vertebrados homeotermos, coincidiendo con la 
sinaptogénesis entre las células ganglionares y sus dianas postsinápticas 
(Rager, 1980; Cunninham et al., 1982; Young, 1984; Cook et al, 1998; Marín-
Teva et al, 1999; Karlsson et al., 2001). En estadios avanzados hay muerte 
celular de un gran número de neuronas diferenciadas (Young, 1984; Provis, 
1987; Cook et al, 1998; Marín-Teva et al, 1999; Cusato et al., 2001; Karlsson 
et al., 2001). 
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A partir de los datos obtenidos en esta investigación, desarrollados en 
el apartado dedicado a los resultados, y al compararlos con los datos de la 
bibliografía, hemos elaborado la discusión de esta tesis. Como resultado de 
todo este proceso, estamos en condiciones de enunciar las siguientes 
conclusiones: 
1) En el periodo previo a la aparición de su actividad electrofisiológica 
(actividad espontánea en forma de propagación de ondas y respuesta 
evocada a la luz), la retina embrionaria de tortuga experimenta tres 
importantes fenómenos que determinarán su transición desde un 
neuroepitelio indiferenciado a una estructura nerviosa altamente 
especializada. Estos tres fenómenos son: a) síntesis de neurotransmisores, 
b) apoptosis y c) sinaptogénesis. 
2) Antes de que la retina embrionaria de tortuga disponga de 
especializaciones compatibles con sinápsis convencionales y sinápsis en 
cintilla, ya posee células nerviosas capaces de sintetizar sustancias 
neuractivas (neurotransmisores y neuromoduladores) tales como acetilcolina 
(Ach), ácido γ-aminobutirico (GABA), glicina (Gly) y dopamina (DA), así 
como algunos enzimas relacionados con la transmisión sináptica, tal como la 
proteína quinasa II Ca2+/calmodulina-dependiente (CaMKII) y las proteínas 
de las vesículas sinápticas, SV2-A y SV2-B. Dicho de otro modo, la retina 
embrionaria inicia su camino hacia el establecimiento de sinápsis mediante 
una diferenciación neuronal molecular previa. 
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3) El periodo de diferenciación neuronal molecular, previo a la 
sinaptogénesis, comienza a observarse en el estadio S14 (» E18), mucho 
antes de que se inicie la actividad electrofisiológica de la retina embrionaria, 
en S22 y de que aparezcan los primeros signos morfológicos de la presencia 
de sinápsis, también a partir de S22. Los neurotransmisores implicados, Ach, 
GABA y Gly, no solo intervienen en la génesis y mantenimiento de la 
actividad espontánea de la retina sino que, junto con la DA, también actúan 
como factores tróficos, en la diferenciación de los neuroblastos, asi como 
neurotransmisores en el funcionamiento normal de la retina. 
4) Durante este periodo de diferenciación neuronal molecular, previo a 
la actividad electrofisiológica y a la formación de las sinápsis, la retina 
embrionaria de tortuga presenta tres características morfológicas muy 
llamativas: a) emergencia progresiva de los lugares donde posteriormente 
asentarán las sinápsis, o sea de las capas plexiformes, primero la IPL y 
después la OPL; b) existencia de amplios espacios extracelulares, 
denominados "canales guales", entre los elementos celulares más profundos 
de la INL y entre las prolongaciones celulares indiferenciadas de las capas 
plexiformes. Estos "canales guales" irán siendo ocupados progresivamente 
por el crecimiento y diferenciación de nuevas prolongaciones celulares y c) 
aparición de una oleada de células en apoptosis, con un máximo de 
densidad alrededor de S20 (* E30). 
5) Los fenómenos de apoptosis observados en el periodo de 
diferenciación neuronal molecular, previo a la actividad electrofisiológica y a 
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la presencia de sinápsis, se producen fundamentalmente en la INL y en la 
GCL, en este orden, de mayor a menor intensidad, siendo más intensa en la 
retina central que en la periférica, decreciendo bruscamente después de 
S22, momento del inicio de la actividad eléctrica espontánea y de la 
aparición de las primeras sinápsis. Estos datos sugieren que la apoptosis 
funciona como un mecanismo de remodelado neuronal para facilitar el 
crecimiento de las prolongaciones neuronales que establecerán los 
subsiguientes contactos sinápticos. 
6) Las células retinianas, en general y las apoptóticas, en particular, 
tienden a adoptar un patrón de distribución más o menos agrupado o no 
aleatorio. Sin embargo, la realización de técnicas para detectar el doble 
marcado de neurotransmisores en células TUNEL+, no es positivo, 
indicando que la apoptosis celular no coincide con la diferenciación que 
supone poseer la maquinaria sintética de los neurotransmisores. Dicho de 
otro modo, con la reserva de realizar más experimentos, nuestros datos 
sugieren que las células apoptóticas son células indiferenciadas. 
7) La apoptosis de las células de la retina embrionaria de tortuga, 
presenta características microscópicas y ultraestructurales análogas a las de 
otras localizaciones del Sistema Nervioso Central, a saber: a) condensación 
de la cromatina nuclear según diferentes patrones, b) formación de cuerpos 
apoptóticos, fagocitados por las células vecinas y c) extrusión de 
ribonucleoproteínas al carioplasma y al citoplasma de la célula apoptótica, 
constituyendo los denominados HERDS (Heterogeneous ectopic 
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ribonucleoprotein-derivecl structures) por Biggiogera et al. (2004). En nuestro 
estudio hemos verificado además la presencia de RNA en la composición de 
estas estructuras. La apoptosis parece ser un fenómeno independiente de 
las dianas puesto que precede a la aparición de las sinápsis en la IPL. 
8) Como se deduce de lo dicho, a la diferenciación neuronal 
molecular, previa a la emergencia de la actividad electrofisiológica le sigue, 
solapándose con ella, un periodo de intensa apoptosis cuyo declinar coincide 
con el comienzo de la sinaptogénesis y de la actividad espontánea en forma 
de propagación de ondas. En otras palabras, la aparición de la actividad 
espontánea en la retina embrionaria, precisa que sus neuronas dispongan 
de la maquinaria sintética de los neurotransmisores y de que se hayan 
establecido los primeros contactos sinápticos. 
9) Aunque algunos perfiles de sinápsis convencionales pueden ser 
observados de forma ocasional en la IPL, en el momento de máxima 
intensidad apoptótica (S20), no será hasta el estadio S22 que el número de 
sinápsis convencionales quintuplicará su número hasta alcanzar su máxima 
densidad en S23. Las sinápsis en tintilla también comienzan a ser 
observadas en S20, sin embargo mantienen una densidad constante en los 
siguientes estadios del desarrollo prenatal. Estos datos sugieren que el 
estadio S22 es un punto crítico del desarrollo embrionario de la retina, por 
cuanto convergen en él varios fenómenos dramáticos: a) comienzo de la 
actividad espontánea en forma de propagación de ondas, b) permanente 
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presencia de sinápsis convencionales y en cintilla y c) detección de 
proteínas propias de la vesículas sinápticas tales como la sinaptofisina. 
10) La sinaptogénesis en la OPL sigue las mismas pautas generales 
de desarrollo que la I PL. En efecto, aunque los primeros esbozos de 
pedículos inmaduros (proto-pédiculos), carentes tanto de vesículas 
sinápticas como de cintillas sinápticas, aparecen en S20, no será hasta S22 
que estos adquieren un aspecto típicamente maduro, dotados de vesículas y 
de cintillas sinápticas. Este hecho confirma que el comienzo de la actividad 
espontánea necesita de la madurez de los pedículos y de la presencia de 
proteínas propias de las vesículas sinápticas tales como la sinaptofisina. 
11) Los primeros signos de maduración de los fotorreceptores tienen 
lugar en S22. Aquí los fotorreceptores presentan pequeñas gotas lipídicas, 
esbozos de los segmentos externos, con discos desorganizados. En S23 se 
produce un marcado incremento de las sinápsis en cintilla de los pedículos 
de los conos y la maduración de los segmentos externos de los 
fotorreceptores. Desde S23 hasta la eclosión, los fotorreceptores 
experimentan un progresivo aumento de tamaño, la creciente organización 
del segmento externo, la maduración y crecimiento de sus gotas lipídicas. 
Todos estos cambios, junto a la aparición de sinápsis en cintilla, en ambas 
capas plexiformes, y la maduración de las sinápsis convencionales, 
especialmente en la IPL parecen ser necesarios para que se de las 
respuestas a la luz, por parte de las células ganglionares. 
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12) De los marcadores de sinápsis usados en este trabajo, CaMKII, 
neurabin, sinaptofisina y SV2, todos excepto la sinaptofisina se expresan 
antes en el tiempo de que aparezcan ultrastructuralmente las sinápsis y de 
que se produzca la actividad espontánea, fenómeno que requiere la 
transmisión sináptica, por lo que la detección de sinaptofisina resulta ser un 
método fiable para el estudio de la sinaptogénesis con microscopía óptica. 
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ANEXO I 
Principales características de los estadios estudiados según la 
clasificación de Yntema (1968) y de Greenbaum (2002) 
Estadio 18: Se observa el párpado inferior (Yntema 1968). La línea 
blanca que conecta la pupila con el borde inferior del ojo todavía no se ha 
desarrollado y la papila escleral es visible. El maxilar inferior se cierra 
completamente con el maxilar superior. La placa digital presenta dedos 
patentes que sobresalen del margen de la placa (Yntema 1968). Se pueden 
distinguir los bordes de los escudetes vertebrales y marginales; los 
escudetes pleurales son imperceptibles. También se evidencia el borde del 
caparazón ventral, y los bordes de sus escudetes se observan débilmente. 
Las placas inguinales, inframarginal y axilar son poco evidentes. Un pliegue 
del ano rodea la papila urogenital y se observa un espacio entre el borde 
posterior de la papila y el borde posterior del ano. 
Estadio 19: La papila escleral es imprecisa. Los dedos ll-IV 
proyectan fuera de la membrana digital una distancia ligeramente mayor que 
su grosor en la membrana (Yntema 1968). Se distinguen todos los 
escudetes del caparazón, del puente y del caparazón ventral. Se forma una 
quilla dorsal a lo largo de la línea media del caparazón. La distancia entre los 
márgenes posteriores de la papila y el, ano ha aumentado. 
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Estadio 20: Las membrana nictitante está presente en algunos 
especímenes. El margen dorsal del párpado inferior alcanza o cruza el nivel 
de la lente. Los dedos ll-IV sobresalen una distancia aproximadamente el 
doble de su grosor en la membrana interdigital (Yntema 1968). Se presentan 
vagos indicios de papilas en las superficies dorsolaterals de la parte 
anterior de las extremidades; se diferencian pequeñas demarcaciones entre 
los dedos y las yemas. Se observa una depresión en la parte ventral del 
miembro anterior a lo largo del lado posterior de la superficie palmar. 
Aparece una pigmentación a lo largo de los lados laterales y de la línea 
media de los escudetes vertebrales, en la mayor parte de los escudetes 
pleurales y entre los escudetes margínales. La papila urogenital varía desde 
un pequeño prolapso del ano a un visible. La superficie dorsal de la cola 
posee una quilla en la línea media. 
Estadio 21: El párpado inferior alcanza la pupila. Se observa una 
depresión prominente entre cada dedo y su zona asociada en la membrana 
interdigital en la parte anterior de las extremidades (Yntema 1968). Las 
papilas de la superficie dorsolateral de las extremidades sobresalen y se 
observan indicios imprecisos de papilas en la superficie dorsal y dorsomedial 
de las extremidades, así como la depresión horizontal de su superficie. A 
gran aumento, se observa la rugosidad de la línea media del caparazón. La 
abertura ventral se ha cerrado y, por tanto, no se observa la papila 
urogenital. En la cola, que es ligeramente pigmentada, pueden apreciarse 
las tenues líneas de los pliegues. 
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Estadio 22: El párpado inferior ha cruzado el borde ventral de la 
pupila en todos los especímenes examinados. La región de la cabeza está 
más pigmentada. Los pliegues que cubren la parte dorsal de la extremidad 
anterior son evidentes y se extienden hasta el margen proximal de la 
membrana interdigital. En la superficie palmar de los miembros se observan, 
aunque de manera imprecisa, pequeñas papilas circulares. Las papilas 
proximales al pliegue horizontal son más evidentes. La pigmentación de los 
dedos IV y V ha aumentado. Cuando se observan al trasluz, los dedos son 
opacos, excepto en una región transparente de la parte ventral de algunos 
especímenes. La pigmentación de los escudetes pleurales y vertebrales es 
mayor. Las papilas de la cola se hacen más evidentes. 
Estadio 23: Los párpados superior e inferior se encuentran separados 
por una línea en los especímenes fijados (Yntema 1968). El carúnculo varía 
desde el color crema a muy transparente. Ya se puede distinguir el patrón de 
pigmentación dorsal de la cabeza entre los ojos y la boca. Las papilas de la 
parte dorsal de los miembros se hallan más definidos y son más grandes; 
algunas papilas se solapan. Las partes proximales de las extremidades 
están fuertemente pigmentadas. La superficie palmar se halla 
completamente cubierta con pequeñas papilas circulares. Las papilas 
proximales a la hendidura horizontal son más grandes y están más 
desarrolladas. La placa ungueal de la se distingue vagamente de la garra. El 
caparazón está más pigmentado y muestra una línea amarillenta a lo largo 
de su línea media. Se forman pequeños ocelos alrededor de los bordes de 
Apopfosís, Diferenciación y Ssnaptogémsis efe ¡a retina de tortuga 
Apoptosis, diferenciación y sinaptogénesis de la retina de Trachemys scripta elegans. Yolanda Segovia Huertas
Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 2006
Anexos 193 
los escudetes marginales. Los escudetes del caparazón son más rugosos. 
Algunos escudetes del caparazón ventral presentan una pigmentación 
dispersa. Las papilas de la cola son más evidentes y la pigmentación ha 
aumentado. 
Estadio 24: Se observa una depresión entre las cavidades nasales. 
La cabeza está totalmente pigmentada, incluso en el margen ventrolateral de 
la mandíbula. La periferia de las garras es traslúcida; se diferencia el 
estrechamiento de la falange ungueal y la punta distal opaca de la garra. La 
pigmentación es evidente en la base de las garras de las extremidades. La 
pigmentación del caparazón y de las extremidades ha producido un patrón 
marcado de líneas. Los escudetes presentan ocelos diferenciados. El 
caparazón ventral es muy rugoso. El prolapso del intestino se ha retraído. 
Las papilas de la cola son muy evidentes; la cola entera se halla 
pigmentada. 
Estadio 25: La depresión que existe entre las cavidades nasales es 
más larga en sentido dorsoventral y las cavidades se han abierto. Las 
falanges ungueales y las garras se diferencian claramente. La parte distal de 
la falange ungueal puede verse en el interior de la garra cuando ésta se 
observa al trasluz. La garra es más larga, por lo que la distancia entre el 
extremo de ésta y el extremo del hueso es ligeramente mayor. La 
pigmentación del embrión se asemeja al caparazón; tanto éste como la piel 
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son verdosos aunque ligeramente pálidos. El caparazón ventral es 
amarillento excepto en los ocelos oscuros de cada escudete. 
Estadio 26: El carúnculo es una estructura afilada, puntiaguda. La 
capa traslúcida que se observa alrededor de la garra y de la falange ungueal 
se ha curvado. El caparazón es de color verde oscuro con un borde 
periférico pálido de color crema. 
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